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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la eficacia de la cepa 135 de Metarhizium anisopliae (Ma135) aplicada por aspersion para reducir la
infestacion simultanea de Haematobia irritans y Stomoxys calcitrans en ganado naturalmente infestado mantenido en
un sistema de produccion de leche que combina el pastoreo y el confinamiento en corrales. Materiales y métodos.
Se aplicd una formulacion acuosa de Ma135 (1x108 conidios/ml) a un grupo de nueve vacas en seis ocasiones con
un intervalo de siete dias, mientras que el grupo control recibié una solucidn compuesta por agua, Monooleato de
polioxietileno sorbitan en solucién 0.01% y un adyuvante agricola al 0.1%. Se estimo diariamente el indice de infestacion
para cada mosca de forma independiente; la efectividad de la formulacion se calculd usando la formula de Abbott.
Resultados. La formulacién de Ma135 tuvo una eficacia en el control de la infestacién de 58% para el caso de H.
irritans y de 69% para S. calcitrans, tomando en cuenta las seis semanas de estudio, ademas de que no causd ningun
efecto negativo en la salud de los animales. La reduccidn del indice de infestacidn se observoé desde la primera semana
post-tratamiento (p<0.05) y mantuvo esta tendencia durante todo el estudio. Conclusiones. El presente estudio ha
demostrado el potencial de la cepa Ma135 para reducir la infestacion simultanea de ambas moscas hematoéfagas en
el ganado bajo condiciones de infestacion natural.

Palabras clave: Control bioldgico; hongos entomopatdgenos; mosca de los cuernos; mosca del establo (Fuente: DeCS, CAB).

ABSTRACT

Objective. Assess the efficacy of Metarhizium anisopliae strain 135 (Ma135) applied by aspersion to reduce simultaneous
infestation of Haematobia irritans and Stomoxys calcitrans in naturally infested cattle maintained in a production system
which combine grazing and confinement in pens. Materials and methods. Was applied an aqueous formulation of Ma135
(1x108 conidia/ml) on a nine cows group in six occasions with seven days interval, while the control group received
the same formulation without conidial content. The infestation index was estimated daily for each fly independently;
the effectiveness of the formulation was calculated using the Abbott’s formula. Results. The Ma135 formulation had a
reduction in the fly population of 58% for H. irritans and 69% for S. calcitrans, taking into consideration the six study
weeks, in addition to causing no negative effects on animal health. An Infestation index reduction was observed from
the first week post-treatment (p<0.05) and maintained this trend throughout the study. Conclusions. The present
study has demonstrated the potential of strain Ma135 to reduce the simultaneous infestation of both hematophagous
flies in cattle under conditions of natural infestation.

Keywords: Biological control; entomophatogenic fungi; horn fly; stable fly (Source: DeSC, CAB).
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INTRODUCCION

Las infestaciones por moscas hematdfagas representan
un problema sanitario y econémico de mayor importancia
en la ganaderia dedicada tanto a la produccién de leche
como de carne; las de mayor importancia en la ganaderia
son la mosca del establo, Stomoxys calcitrans (L.) y la
mosca de los cuernos, Haematobia irritans (L.), ambas
se encuentran ampliamente distribuidas en el Continente
Americano y son responsables de importantes pérdidas
en la produccién ademas de ser eficientes vectores de
diferentes microorganismos. Los principales dafios que
provocan son ocasionados por sus habitos hematdfagos,
los cuales causan efectos directos por la pérdida de sangre
ademas de las alteraciones que esta actividad provoca en la
conducta y bienestar de los animales, asi como, la pérdida
de energia que le ocasiona al animal repeler los ataques
de estos insectos; estos dafios varian en su importancia
dependiendo de la intensidad de la infestacion, pero sus
efectos quedan de manifiesto al causar un decremento de
la produccion de leche y ganancia de peso, ademas de los
gastos ocasionados cuando se aplica alguna medida de
control quimico, fisico o bioldgico (1.2).

H. irritans es considerada una mosca que afecta al ganado
en pastoreo ya que este sistema de produccidn favorece
su ciclo bioldgico, en cambio, S. calcitrans es considerada
una plaga del ganado mantenido en confinamiento, en
establos lecheros y corrales de engorde; sin embargo,
cuando el ganado es mantenido en sistemas de produccion
que combinan el pastoreo y la estabulacion asi como en
sistemas de pastoreo con practicas de suplementacion
que favorecen la reproduccion de la mosca del establo,
ambas moscas pueden estar presentes parasitando al
ganado (1-3).

La infestacion por moscas hematodfagas es controlada
principalmente mediante el uso de insecticidas de diferentes
familias quimicas y bajo diversas formulaciones, sin
embargo, su uso generalizado y sin la adecuada asesoria
técnica ha provocado la aparicién del fendmeno de
resistencia en diversas poblaciones tanto en H. irritans como
en S. calcitrans; la aplicacidon de insecticidas tiene también
un impacto en el medio ambiente y en la salud publica, por
lo que es recomendable reducir su uso en la produccion de
alimentos de origen animal (4,5,6,7).

El control biolégico mediante el uso de hongos
entomopatdgenos representa una alternativa de control
no quimico con minimo riesgo para el ambiente, los
vertebrados y el ser humano (8); Metarhizium anisopliae
sensu lato (s.I) es un hongo entomopatégeno que ha
demostrado su eficacia como agente de biocontrol
en H. irritans y en S. calcitrans, tanto en estados
inmaduros como en adultos bajo condiciones in vitro

infestacion natural y controlada (11,14,15,16).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia
de la cepa Ma135 aplicada por aspersion para reducir la
infestacion simultanea de H. irritans y S. calcitrans en
ganado naturalmente infestado mantenido en un sistema
de produccion de leche que combina el pastoreo y el
confinamiento en corrales.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. Este trabajo se realiz6é en la unidad
de produccion ganadera del Instituto Tecnoldgico El
Llano, ubicada en el municipio del mismo nombre en
Aguascalientes, México. El sitio se encuentra a una altura
de 2020 msnm, con clima semiarido, lluvias en verano,
y una temperatura media de 15.5°C.

Hongo entomopatdgeno. La cepa Mal135 se aisld de
corrales de alojamiento en una unidad comercial de
produccién de leche ubicada en el municipio de Jesus
Maria, en Aguascalientes, México, utilizando larvas de
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) como
huésped reservorio. La identificacién taxondmica se basé
en criterios morfoldgicos de las estructuras reproductivas;
esta cepa ha demostrado una alta patogenicidad en adultos
de S. calcitrans y Musca domestica bajo condiciones de
laboratorio y forman parte de la coleccién de hongos
entomopatodgenos del Instituto Tecnoldgico El Llano
Aguascalientes (13).

La cepa se cultivd en el laboratorio de acuerdo con el
protocolo previamente descrito por Cruz-Vazquez et al
(15). La cepa fue cultivada en Agar Dextrosa Sabouraud
(DIBICO, México), enriquecido con 1% de extracto de
levadura (DIBICO, México), conteniendo 500 ppm de
cloranfenicol (Tecnofarma, México), y fue incubado a
25+10C por 21 dias en un régimen de 12:12 hr luz/
obscuridad. Los conidios fueron cosechados por raspado
y suspendidos en agua destilada estéril conteniendo
0.1% (v:v) de Monooleato de polioxietileno sorbitan
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO), y homogenizados
en vortex. La viabilidad de las esporas, la cual excedi
del 98%, fue determinada sembrando 100 pl de la
suspension de conidios en Agar Dextrosa Sabouraud
contando las colonias a las 48 h. La reproduccién masiva
fue desarrollada en granos de arroz de acuerdo con lo
descrito por Angel-Sahagun et al (17).

Prueba de campo. Se formaron dos grupos con nueve
vacas Holstein cada uno, las cuales no recibieron ningun
tratamiento quimico para el control de la infestacién por
moscas durante el afio previo a esta prueba. El manejo de
los animales fue el siguiente: entre las 8:00 y las 16:00
horas cada grupo se mantuvo en un area de 5000 m?
con pastura Rye Grass (Lolium perenne), depdsitos de
agua para bebida y sombra natural provista por arboles
nativos, los grupos estaban separados uno de otro por
500 m. Alas 16:00 horas los animales fueron trasladados
a la sala de ordefio y una vez finalizado este, cada grupo
fue alojado en diferente corral, los cuales tenian 500 m2
de superficie cada uno y se encontraban separados uno
de otro por 50 m; ambos corrales tenian piso de tierra,
con area de sombra, comederos y bebederos de concreto,
proveyendo a cada animal de 40 m2; los animales
recibieron diariamente un suplemento alimenticio
después del ordefio de la tarde.

La prueba tuvo una duracion de 42 dias (seis semanas),
iniciando la segunda semana de agosto y terminando
la tercera semana de septiembre. El primer grupo
fue tratado con la formulacién acuosa de Mal35,
compuesta por 1 x 108 conidios/ml, agua, Monooleato
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de polioxietileno sorbitan en solucién 0.01% (Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, MO) y un adyuvante agricola al
0.1% (Inex-A, Cosmocel, Mexico). Cada animal del grupo
tratado recibid cinco litros de la formulacion, preparada
30 minutos antes de administrarla por el sistema de
aspersion usando un pulverizador de espalda con una
boquilla de cono a una presion de aproximadamente 40
libras / pulgada, en seis ocasiones con intervalos de siete
dias entre los tratamientos; el intervalo entre aplicaciones
fue similar al utilizado en estudios previos (15,16). El
grupo de control recibié la misma formulacién, pero sin
el contenido de conidios. Las aspersiones se realizaron
entre las 19:00 y las 20:00 horas, para evitar la luz solar.
El Comité de Uso y Cuidado de Animales del Instituto
Tecnoldgico El Llano Aguascalientes aprobd este proyecto
y se brind6é una adecuada atencién veterinaria a todos
los animales bajo estudio.

Estimacion de la infestacion por H. irritans. Se
estimo diariamente el indice de infestacion (numero
promedio de moscas por animal) mediante el recuento
directo de las moscas adultas encontradas descansando
o alimentandose en los animales de acuerdo a lo descrito
por Cruz-Véazquez et al (16), que consistid en fotografiar
s6lo un lado del cuerpo de cada animal (Incluyendo las
regiones de la cabeza, el cuello, la espalda, los costados
y las extremidades), utilizando una camara digital con
una funcidén de zoom dptico 5x. Esta actividad se realizd
diariamente entre las 8:00 y las 9:00 horas, siempre por
la misma persona, que desconocia el estado de las vacas.
El recuento del nimero de moscas se realizd mediante
el analisis de las imagenes en una computadora. El
numero obtenido se multiplicé por dos para obtener una
estimacion del nimero total de moscas; cada vaca fue
considerada una unidad experimental.

Estimacion de la infestacion por S. calcitrans. Se
estimo diariamente el indice de infestacion mediante
el recuento directo de las moscas que se encontraran
descansando o alimentandose en el frente de las patas
delanteras del animal, observandolo lateralmente, con
la ayuda de binoculares cuando fue necesario (15);
los conteos se realizaron diariamente entre las 14:00
y las 16:00 horas, siempre por la misma persona,
que desconocia el estado de las vacas; cada vaca fue
considerada una unidad experimental.

Factores climaticos. Esta informacién se registré de
acuerdo a lo reportado por la estacidén meteoroldgica
de El Llano, Aguascalientes; las mediciones incluyeron
el promedio diario de temperatura (T°C), el promedio
diario de la humedad relativa (HR%) y la precipitacion
(Pp) durante el periodo de estudio.

Anadlisis estadistico. Los datos generados durante el
periodo de estudio fueron analizados mediante ANOVA
y la prueba t de Student (p<0.05), con el objetivo de
demostrar las diferencias entre los grupos en cada semana
de estudio utilizando el indice promedio de infestacion de
la semana correspondiente; estos calculos se desarrollaron
para H. irritans y S. calcitrans de manera independiente.
Se utilizo la formula de Abbott para determinar la eficacia
de la formulacién de Ma135, identificando el porcentaje
de reduccién en el indice de infestacién promedio para
cada semana evaluada (14-16).

RESULTADOS

La formulacién acuosa de Mal35, mostrdé una eficacia
para controlar la infestacion natural por H. irritans en
el ganado bajo estudio de 58%, reduciendo el indice de
infestacidn semanal de 357 al150 en las seis semanas
de duracion de la prueba. El indice de infestacion
semanal fue estadisticamente diferente entre los grupos
(p<0.05) en cada una de las seis semanas de estudio;
la eficacia del formulado fue mas importante conforme
se sucedieron las aplicaciones, siendo mayor conforme
se acumularon mas aplicaciones (Tabla 1). La eficacia de
la formulacidn en el ganado tratado se observo desde la
primera semana posterior a su aplicaciéon y mantuvo la
tendencia de reduccion del indice de infestacion durante
todo el estudio, mientras que el grupo control tuvo un
indice de infestacién siempre mayor al del grupo tratado
(Figura 1). La poblacion de H. irritans el dia previo a la
aplicacidon del tratamiento se estimd con un indice de
infestacién de 377 moscas/animal en el grupo tratado
y de 364 en el grupo control; el Ultimo dia de la prueba
el grupo control tuvo un indice de infestacion de 275 y
el tratado de 135.

Tabla 1. Indice de infestacién promedio y eficacia de la
formulaciéon acuosa de Ma135 aplicada sobre vacas
Holstein naturalmente infestadas con H. irritans.

Semana! de Grupo con- Grupo tra- Diferencial Efectividad
estudio trol tado (%)?
1 3982 3570 41 10.16
2 4042 274> 130 32.14
3 3732 2500 123 33.14
4 4242 268° 156 36.87
5 3332 1780 155 46.59
6 2832 1500 133 47.13

Literales diferentes (a,b) en la misma fila indican diferencias significativas
(p<0.05). 1Diferencia en el indice de infestacion promedio entre el grupo
control y grupo tratado. 2Porcentaje de reduccién del indice de infestacion
promedio.

La formulacidén acuosa de Mal35, fue eficiente para
controlar la infestacion natural por S. calcitrans en el
ganado bajo estudio en un 69%, reduciendo el indice
de infestacion semanal de 44 a 13 en las seis semanas
de duracion de la prueba. El indice de infestacion
semanal fue estadisticamente diferente entre los grupos
(p<0.05) en cada una de las seis semanas de estudio;
la eficacia del formulado fue mas importante conforme
se sucedieron las aplicaciones, siendo mayor conforme
se acumularon mas aplicaciones (Tabla 2). La eficacia de
la formulacion en el ganado tratado se observo desde la
primera semana posterior a su aplicaciéon y mantuvo la
tendencia de reduccion del indice de infestacion durante
todo el estudio, mientras que el grupo control tuvo un
indice de infestacién siempre mayor al del grupo tratado
(Figura 1). La poblacion de S. calcitrans el dia previo a
la aplicacion del tratamiento se estimo con un indice de
infestacién de 46 moscas/animal en el grupo tratado y
de 44 en el grupo control; el Ultimo dia de la prueba el
grupo control tuvo un indice de infestacion de 26 y el
tratado de 10.
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indice de infestacién promedio y eficacia de la
formulacidén acuosa de Ma135 aplicada sobre vacas
Holstein naturalmente infestadas con S. calcitrans.

Tabla 2.

Smana e Grupo fon Grupe I pierenciar Fegsded
1 512 44b 7 15.27
2 542 390 15 28.57
3 352 23b 12 33.47
4 322 21b 11 34.84
5 292 16 13 45.34
6 302 13b 17 55.48

Literales diferentes (a,b) en la misma fila indican diferencias significativas
(p<0.05). !Diferencia en el indice de infestacion promedio entre el grupo
control y grupo tratado. 2Porcentaje de reduccion del indice de infestacion
promedio.

El ganado se mantuvo sano durante el periodo de estudio
ademas de que no se observd ningun signo de reacciones
adversas a nivel local o sistémico.

Las condiciones climaticas imperantes en el periodo de
estudio fueron las siguientes: temperatura promedio
19.9°C, con un rango de 17.5 a 21.8°C; el inicio del otofio
sucedid el dia 40 de la prueba, sin embargo, la menor
temperatura promedio diaria sucedié el dia 35. La HR
promedio fue de 66.7%, con un rango de 47 a 91%. En
el periodo de estudio se presentaron lluvias moderadas
los dias 15y 16 de la prueba (14.2 y 11.4 mm) y lluvias
fuertes los dias 34 y 40 (29.8 y 23.9 mm).

70

30

Indice de Infestacion S. calcitrans
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DISCUSION

El control de la infestacién por moscas hematofagas en el
ganado usando hongos entomopatdgenos representa una
alternativa de control bioldgico que puede ayudar a limitar
el uso de insecticidas quimicos y sus efectos negativos en
la salud publica y el medio ambiente (5,8,18).

Los resultados obtenidos en el presente estudio, han
permitido identificar la capacidad de la cepa Mal135
para controlar la infestacion natural de ambas moscas
hematoéfagas en un sistema que combina el pastoreo y el
confinamiento; este modelo de produccién se utiliza con
frecuencia en granjas lecheras para optimizar los recursos.
Este ensayo tuvo una duracion de 42 dias, comenzando el
12 de agosto, con la idea de iniciar la intervencion antes de
alcanzar el pico poblacional reportado para ambas moscas
en la regién (15,16).

La cepa Ma135, mostro una efectividad en el periodo de
seis semanas de duracién de la prueba de 58%, en el caso
de la infestacion causada por H. irritans, y de 69% para la
infestacion por S. calcitrans; la efectividad del formulado
fue evidente a partir de la primera semana post-tratamiento
y mantuvo una tendencia a la reducciéon del indice de
infestacion a lo largo de la prueba, lo que también es
indicativo del efecto aditivo que tiene la aplicacion multiple
del formulado, como ya fue sugerido en estas moscas
hematdfagas (15,16). No se observaron efectos adversos en
el ganado posterior a la aplicacién del formulado, situacion
que ha sido reportada por otros estudios desarrollados
en ganado infestado con garrapatas o moscas que fueron
tratados con formulaciones de M. anisopliae (15,16,19,20).

-+ 500
mm ScTratado
ScControl
—s— HiTratado 450
—=— HiControl
400
350

300
250
-+ 200

-+ 150

-+ 100
“ “|‘50
e e e

lindice de Infestacion H. irritans

!
T

1 3 5 7 2 11 13 15 17 19 21

23 25 27 29 31

33 35 37 39 41 43

Dias de estudio

Figura 1.
acuosa de Ma135.

Indice de infestacion diario de S. calcitrans (Sc) y H. irritans (Hi), en vacas tratadas con la formulacion
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No existe en la literatura informacién sobre el uso de una
formulacion de hongos entomopatdogenos para el control
simultaneo de H. irritans y S. calcitrans bajo condiciones de
infestacion natural; sin embargo, se han evaluado diferentes
formulaciones acuosas de M. anisopliae en condiciones de
infestacion natural y controlada de H. irritans con resultados
promisorios. Mochi et al (10), aplicaron por aspersion una
formulacion acuosa de M. anisopliae E9 (3 x 1010 conidios/
ml), cuatro veces con intervalo de 5 dias a ocho animales
infestados de forma natural con H. irritans, reduciendo la
infestacion por encima del 50%.

En otro estudio, Galindo-Velasco et al (14), en un estudio
con infestacion controlada de H. irritans encontraron una
reduccién de infestacion de hasta 100% a los 13 dias post-
tratamiento, utilizando diferentes cepas a una concentracion
de 1x108 unidades formadoras de colonias/ml aplicadas
por aspersion. Recientemente, Cruz-Vazquez et al (16),
estudiaron la eficacia de la formulacion acuosa de la cepa
Ma134 a una concentracion de 1x108 conidios/ml, aplicada
por aspersion en cuatro ocasiones con un intervalo de
siete dias en vacas Holstein infestadas de forma natural
con H. irritans, en este estudio la reduccidon fue 68.6%.
En el caso de S. calcitrans, solo existe la evaluacion de la
formulacion acuosa de Mal34, aplicada por aspersion a
una concentracion de 1x108 conidios/ml cuatro veces con
intervalo de siete dias a ocho animales infestados de forma
natural; en el ensayo, la eficacia de la formulacién acuosa
fue del 73% (15).

La eficacia de Ma135 fue ligeramente inferior a la informada
previamente con la cepa Ma134 en estudios desarrollados
en el mismo sitio experimental por nuestro grupo; sin
embargo, la eficacia de la formulacién acuosa de Ma135
fue superior al 55% y durante un periodo de tiempo mas
largo (seis semanas frente a cuatro semanas). La diferencia
entre los estudios puede deberse a las condiciones en que
se desarrolld el ensayo actual; entre los cuales debemos
mencionar los dias de duracién, niumero de aplicaciones,
la curva de abundancia de poblacion de las moscas que se
relaciona con las condiciones climaticas, y la variabilidad a la
gue puede estar sujeta la efectividad de la formulacién que
depende de varios factores ambientales, que previamente
se han discutido, como la radiacion solar, la temperatura,
la lluvia y la humedad ambiental (15,16,21).

La formulacidén se disefid para proteger los conidios del
efecto de la luz ultravioleta incorporando el adyuvante
agricola, ademas, la hora del dia en que se aplicd la

formulacion también ayudoé a proteger los conidios; el
adyuvante también permitié la adhesion de los conidios
al pelo de los animales y al cuerpo de las moscas. Las
condiciones climaticas imperantes en el periodo de la prueba
tendieron a mantener una elevada humedad relativa e
incluso se presentaron lluvias en cuatro ocasiones, estas
lluvias no coincidieron con las aplicaciones del formulado
al ganado; consideramos que las caracteristicas de la
formulacién y las condiciones climaticas presentes durante
el periodo de estudio ayudaron a promover la eficacia del
formulado. Ademas, la cepa Ma135 se aislé del suelo del
estado de Aguascalientes y, por lo tanto, debe adaptarse
a las condiciones ambientales de la region. La unidad
de produccion lechera de la cual se aisld la cepa Ma135
se encuentra a 45 km del Instituto Tecnolégico El Llano
Aguascalientes; aquel sitio estd a 1890 msnm, con un
clima semi-calido seco, lluvias de verano y una temperatura
promedio de 17.4°C. La curva poblacional del grupo control
se mantuvo siempre con un mayor indice de infestacion que
el grupo tratado y su comportamiento fue el esperado de
acuerdo a los antecedentes previos reportados en el area y
en el sitio donde se desarrollé el estudio (15,16).

El uso de M. anisopliae representa una alternativa de
control no quimico con minimo riesgo para el ambiente,
los vertebrados y el ser humano (8), que permite limitar
la aplicacion de insecticidas quimicos, pero no elimina la
necesidad de que las unidades de produccién desarrollen
trabajos basicos de manejo del estiércol y saneamiento
ambiental, para impedir el desarrollo de los estados
inmaduros de las moscas. En conclusion, el presente
estudio ha demostrado el potencial de la cepa Ma135
preparada como una formulacion acuosa con la adiciéon de
un adyuvante agricola, para controlar la infestacion natural
y simultanea de las moscas hematodfagas H. irritans y S.
calcitrans en el ganado, sin causar ningun efecto adverso
en la salud de los animales.
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