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Efecto del hongo entomopatdgeno Beauveria bassiana
(balsamo) Vuillemin en el control de la oveja ked
(Melophagus ovinus)
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the control of sheep ked (Melophagus ovinus)
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RESUMEN

Melophagus ovinus (oveja ked) es un parasito comun del ovino, su control se basa
en tratamientos quimicos; sin embargo, las consecuencias de tipo ambiental y en la salud
publica obliga a la aplicacion de tratamientos alternativos como los hongos
entomopatogenos. El estudio tuvo como objetivo determinar el efecto del hongo Beuveria
bassiana sobre el parasito en ovinos naturalmente infestados. Se utilizaron 15 ovejas
adultas Hampshire cruzadas, distribuidas al azar en tres tratamientos de aspersion con
diluciones: T1: 3.2 x10®conidios/ml, T2: 3.2x10® conidios/ml + 5% de aztcar y T control:
Agua destilada. Se realizo el conteo diario de los parasitos sobre el animal para determi-
nar la densidad poblacional y la eficacia de los tratamientos. La densidad poblacional fue
controlada a partir del dia 14 con B. bassiana, reduciendo la presencia de la ked en un
90% (T1 y T2), frente a un 5.9% en el T Control (p<0.05). El estudio sugiere que B.
bassiana funciona con una eficacia de 89.3% para el control de M. ovinus
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ABSTRACT

Melophagus ovinus (sheep ked) is a common parasite of sheep, its control is based
on chemical treatments; however, the environmental and public health consequences
require the application of alternative treatments such as entomopathogenic fungi. The
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study aimed to determine the effect of the fungus Beuveria bassiana on the parasite in
naturally infested sheep. Fifteen adult Hampshire crossbred sheep were used, randomly
distributed in three spray treatments with dilutions: T1: 3.2 x108 conidia/ml, T2: 3.2x10?
conidia/ml + 5% sugar and control T: distilled water. The daily parasites were counted on
the animal to determine the population density and the efficacy of the treatments. The
population density was controlled from day 14 with B. bassiana, reducing the presence
of ked by 90% (T1 and T2), compared to 5.9% in the T Control (p<0.05). The study
suggests that B. bassiana works with an efficacy of 89.3% for the control of M. ovinus.
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INTRODUCCION

El Melophagus ovinus (M. ovinus)
también llamado oveja ked es un diptero
hematéfago sin alas de la familia
Hippoboscidae que se ubica en la lana de las
ovejas. Es un parasito que puede llegar a cau-
sar anemia en casos de alta carga parasita-
ria, afectar la conducta de pastoreo por la
irritacion y el prurito, pérdidas en la ganancia
de peso diaria y en la produccion de lana y
piel (Antonelli y Sandoval, 2010; Larroza et
al.,2012; Larroza, 2013; Duan et al., 2017).

El tratamiento contra esta parasitosis se
realiza con productos inyectables como
lactonas macrociclicas, asi como con bafios
de inmersion y aspersion con cipermetrinas
(Alvarez, 2007); sin embargo, el uso de tra-
tamientos de control alternos con hongos,
diatomeas y nematodos entomopatdgenos ha
sido considerado (Gomez et al., 2012).

Los hongos entomopatégenos son ene-
migos naturales de los insectos; y pueden lle-
gar a exterminar poblaciones de plagas sin
generar efectos perjudiciales para la salud
humana o el medio ambiente (Khan et al.,
2012). Se conoce que hongos del género
Beauveria son eficaces para el control de
varios insectos por su alta patogenicidad al
penetrar en el hemocele de su hospedero y

causarle la muerte tras la produccion de toxi-
nas (Mejia et al., 2016; Rao y Narladkar,
2018).Las esporas del hongo entran en con-
tacto con la superficie quitinosa del insecto,
donde inicia el mecanismo entomopatdgeno
de adhesion, germinacion y penetracion por
medio de enzimas proteasas, quitinasas y
lipasas (Monzon, 2001; Pedrini et al., 2007,
Wang y Leger, 2007) y dentro del huésped
contrarresta los mecanismos inmunes del in-
secto propiciando efectos nocivos y la muer-
te (Téllez et al., 2009).

El presente trabajo tuvo como objetivo
evaluar el efecto in vivo del hongo
entomopatdgeno B. bassiana en el parasito
M. ovinus de ovejas naturalmente infesta-
das provenientes del municipio de Giiican de
la Sierra, Boyacé, Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

El estudio se realizo en la finca La
Cabaiia, ubicada en el municipio de Giican
de la Sierra, departamento de Boyaca,
Colombi. La region se encuentra a una alti-
tud de 2895 msnm, y presenta una tempera-
tura media de 13 °C y humedad relativa de
80% (Alcaldia Guican de la Sierra, 2019).
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Animales

Se utilizaron 15 ovejas adultas
Hampshire Down cruzadas que se encontra-
ban naturalmente infestadas por M. ovinus.
Los animales tenian un peso promedio de 40
kg, edades de 2.5 a 3 afios y eran parte del
rebafio comercial de la finca. Las ovejas se
distribuyeron en tres grupos en corrales de
12 m?, con periodos de pastoreo de 4 horas al
dia en praderas de pasto kikuyo (Pennisetum
clandestinum) y agua a voluntad.

Hongo Entomopatégeno

Se uso6 la cepa comercial del hongo
Beuveria bassiana ADRAL®wp de Bio-
Crop (Colombia), en la presentacion liquida
en agua destilada con Tween 80 al 0.1%. Se
tomd 1 ml en una cdmara de Neubauer y se
calculé el niimero total de conidios por mililitro
usando la féormula (Cafiedo y Ames, 2004)
Conidias (ml) = N.° conidias contadas x
25 000 x factor de dilucion, obteniéndose una
concentracion de 2x10® conidios/ml de B.
bassiana.

Adicionalmente se cultivo el hongo en
caja Petri con agar Sabouraud usando la téc-
nica de estria por agotamiento en incubacion
a30 °Cy 80% HR durante 72 h. La identifi-
cacion del hongo se hizo con tincion de
lactofenol a interpretacion microscopica de
las caracteristicas morfologicas segun el
Manual de Hongos Entomopatogenos (Ca-
fiedo y Ames, 2004).

Tratamientos
Se trabajo con tres tratamientos:

- T1: 8.3 ml de la cepa comercial en 500 ml
de agua destilada (3.2 x 10 conidias/ml)

- T2: 8.3 ml de la cepa comercial en 500 ml
de agua destilada y azucara al 5% como
coadyuvante (3.2 x 10° conidias/ml)

- T(Control): 500 ml de agua destilada
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Cuadro 1. Tablas de frecuencia de
grados de densidad poblacional

Grado Parasitos
()
0 0
1 1-12
2 13-24
3 25-36
4 37-50

Los tratamientos fueron aplicados una
vez por aspersion con bomba de espalda a
cada animal cubriendo toda la superficie cor-
poral del animal. La aplicacion se hizo en
horas de la tarde con los animales dentro del
aprisco para evitar efectos de la luz solar so-
bre la cepa fungica.

Identificacion de Parasitos

El conteo de los parasitos se realizo
cada 24 horas a la misma hora en la mafiana
de forma directa y durante tres semanas. Se
observo cada canal formado naturalmente por
el vellon desde cuello, pecho, brazo y ante-
brazo de laregion lateral izquierda, repitien-
do la observacion en la region contralateral
(Becerra y Otrando, 2020; Small, 2005). Los
datos se organizaron en tablas de frecuencia
con intervalos, a los que para efectos de este
estudio se les denominaron grado de densi-
dad poblacional (Cuadro 1).

Para determinar el efecto del hongo se
realiz6 conteo diario de los parasitos presen-
tes en area corporal establecida. El valor fue
expresado en porcentaje con el numero de
melofagos vivos en cada repeticion y trata-
miento. Los valores se reemplazaron con las
siguientes formulas de eficacia de
ectoparasiticidas (Abbot, 1925; Holdsworth
etal.,2006):



A. Valbuena et al.

25
20
15

10 sane, . .
sessssset® Ce ante, eeettore,,
. e *es,t .,

No. de Melofagos

-— - - -~ .,
5 ~ -~ P .
™~ -— -
-
sy, ,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dia

-— —T1 000000T2 —TCOI’]II’O|

Figura 1. Numero de Melophagus ovinus en cuello, pecho, brazo y antebrazo de la region
lateral izquierda y derecha de ovinos tratados con Beuveria bassiana. T1: 3.2 x 10°
conidias/ml de agua destilada; T2; como T1 pero con agua destilada azucarada al 5%;

T Control: agua destilada

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento Control

L

Dias
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Figura 2. Densidad poblacional de Melophagus ovinus tratados con Beuveria bassiana (LSD
de Fisher). T1: 3.2 x 10° conidias/ml de agua destilada; T2; como T1 pero con agua
destilada azucarada al 5%; T Control: agua destilada

- % Supervivencia = (Numero de meldégagos - % Eficacia = [(% Supervivencia del Con-
vivos / niimero total de meléfagos) * 100 trol - % Supervivencia del tratamiento) /
- % Mortalidad (%) = 100 - Supervivencia (%) (% Supervivencia del Control] * 100
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Figura3. Crecimiento de micelios sobre cuticula de Melophagus ovinus tratados con Beuveria

bassiana

Los resultados fueron analizados me-
diante analisis de varianza y las diferencias
entre medias mediante la prueba de Fisher
(p<0.05).

RESULTADOS

El numero promedio de melofagos al
inicio del estudio fuede4.3+2.1,6.6 3.5y
de 17.5+ 1.9 para T1, T2 y T(Control), res-
pectivamente. La variabilidad en el nimero
de M. ovinos en cada conteo pudo asociarse
al desplazamiento de parasitos dentro del area
de conteo (Figura 1).

La poblacion tratada con B. bassiana
se redujo en 50% a partir del dia 16 del estu-
dio (Figura 1). Los ovinos de T1 presentaron
valores de control mas favorables, que fue-
ron igualados por los ovinos de T2 a los 21
dias llegando a un promedio de 0.5 parasitos
por conteo, valor significativamente menor
que en el grupo control (p<0.05).
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Los tratamientos con B. bassiana tu-
vieron densidad «0» a partir de la segunda
semana, mientras que la densidad en el gru-
po control fue de «4» (p<005) (Figura 2). La
mortalidad fue determinada a partir de la re-
lacion de supervivencia, ya que el conteo de
los insectos muertos que caen del vellon del
animal fue imperceptible. En los parésitos
muertos o moribundos que fueron colectados
se evidencio una coloracion mas oscura, nulas
(o poca) respuesta al estimulo y algunos de ellos
con micelios en la cuticula (Figura 3).

Los porcentajes de mortalidad de M.
ovinus en los dias 7, 14 y 21 del estudio se
muestran en el Cuadro 2. La mortalidad se
incremento notoriamente en T1y T2, llegan-
do a ser de 90% en el dia 21, en tanto que en
el grupo control fue de 5.9% (p<0.05). La
eficacia en el control de M. ovinus fue de
89.3% (p<0.05), indicando la conveniencia de
los tratamientos con hongos (Holdsworth et
al.,2000).
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Cuadro 2. Porcentaje de mortalidad en el dia 7, 14 y 21 de Melophagus ovinus en
ovinos tratados con Beuveria bassiana

Dia Mortalidad (%)
T1 T2 T control
7 18.3? 6.0° 7.4°
14 18.8? 11.0° 5.9¢
21 90.0? 90.0? 5.9°

abc \alores promedios de filas con diferentes letra son diferentes (p<0.05)
T1: 3.2 x 10° conidias/ml de agua destilada; T2; como T1 pero con agua destilada azucarada

al 5%; T Control: agua destilada

DiScUuSsION

Las caracteristicas biologicas de M.
ovinus 'y sunotable necesidad de realizar todo
su ciclo bioldgico en la oveja, su hospedero
natural, contribuyen a que su cultivo in vitro
se dificulte, ya que solo sobrevive una media
de 24 horas fuera del hospedero (Manosalva
etal., 2013).

A pesar de que los tratamientos se uni-
ficaron por peso y edad, se encontraron dife-
rencias en la densidad poblacional inicial, lo
cual puede atribuirse a factores de suscepti-
bilidad intrinsecos como condicion corporal,
densidad de la lana, edad, gestacion, y sexo
que permiten una mayor o menor coloniza-
cion de los melofagos (Olaechea et al., 2006;
Olaechea, 2009; Scasta y Koepke, 2016). La
poblacion de melofagos se mantuvo muy ac-
tiva durante el estudio, desplazandose en el
vellon, proximos o alejados de la piel, com-
portamiento motivado por variaciones de tem-
peratura corporal y ambiental (Olaechea,
2009).

Existen diversas causas naturales que
generan bajas en la poblacion del melofago,
como adaptabilidad y resistencia propia del
hospedador (Nelson y Bainborough, 1963;

Nelson y Kozub, 1980), aunque ha sido suge-
rido que los parasitos ubicados en la superfi-
cie del vellon tienen mayor riesgo de mortali-
dad por caer al suelo, por depredacion e in-
cluso por ingestion por parte de la oveja (Be-
cerra y Otrando, 2020); sin embargo, la den-
sidad poblacional «0» obtenida en los trata-
mientos con B bassiana indican un efecto
controlador del hongo para M. ovinus al com-
parar las densidades con la del grupo no tra-
tado.

La mortalidad obtenida en T1 y T2 de
90% fue superior a la reportada por Gémez
et al. (2012) con mortalidades de 64.1% en
ovejas con vellon largo y de 79.4% en ovinos
esquilados, donde estos grupos fueron tratados
con formulacion liquida de 10° conidios/ml de
B. bassiana por 30 dias. De otra parte, el
89% de eficacia de los tratamientos con B.
bassiana, se acercan a la eficacia reportada
por Tofifio et al. (2018) de 96.8%, al aplicar
aspersiones del hongo a una concentracion
de 10%conidias/ml para el control de garrapa-
tas R. microplus. Las diferencias pueden
sugerir que los datos de mortalidad varian en
virtud de la concentracion, el potencial pato-
geno de la cepa fingica y las condiciones de
humedad y temperatura adecuadas para el
crecimiento de B. bassiana.
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Los M. ovinos de los grupos tratados
presentaron disminucion de movimiento has-
ta paralisis y cambio en la coloracion tornan-
dose a un café oscuro. Los cambios de color
pueden estar asociados a la melanizacion,
proceso que es descrito en los insectos como
una respuesta del sistema inmune humoral a
la llegada de cualquier agente externo, y se
conoce bajo el nombre de sistema
profenoloxidasa (Vargas y Ortega, 1994;
Chase et al., 2000; Chavez et al.,2014; Jiang
etal., 2019).

El efecto del hongo entomopatdgeno fue
comprobado. La muerte de los parasitos con-
trasta con su capacidad patogena, que se re-
sume en ingresar a la hemolinfa ocasionando
disrupcion en la homeodinamia parasitariay
con ello la muerte (Kirkland et al., 2005;
Pucheta et al., 2006; Harrison y Bonning,
2010; Ortiz y Nemat, 2013). La muerte del
parésito y el tiempo de presentacion del hon-
go influenciada por la actividad enzimatica y
la cantidad de sustrato establece que entre 3
a 7 dias de la muerte del parasito ocurre la
esporulacion fuera del esqueleto (Angelo et
al.,2010). La esporulacion puede ocurrir in-
terna y externamente, dependiendo de la hu-
medad, que cuando es baja se dificulta la
esporulacion externa pudiendo ser el caso de
los tratamientos (Delgado y Murcia, 2011);
sin embargo, este comportamiento justifica
que una baja germinacion puede igual gene-
rar la muerte de los parasitos (Feijo et al.,
2007), pues los conidios pudieron producir toxi-
nas que generaron la patogenicidad. La muer-
te de los parasitos no se encontrd asociada a
la presentacion de micelios de B. bassiana.
La produccion de micelios no esta asociada
a mayor virulencia y a la patogenicidad
(Obando y Bustillo, 2011).

La aplicacion de azacar como coadyu-
dante del B. bassiana en el presente estudio
no altero la eficacia entre los tratamientos,
no evidencio el objetivo de su aplicacion para
mejorar la eficacia en campo del producto, la
estabilidad durante su aplicacion, ni la adhe-
sion y penetracion del hongo en el parésito
(Bastidas et al 2009), datos que difieren a
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Arrubla et al. (2008), quienes mezclaron B.
bassiana con azucar al 5% para el control
de la broca, demostrando un mejor resultado.

CONCLUSIONES

e La aspersidon de Beauveria bassiana a
concentracion de 3.32 x 10 conidias/ml
gener6 un 89% de control de la pobla-
cion de Melophagus ovinus alos 21 dias
del tratamiento.

e Lamortalidad y la eficacia del tratamien-
to se atribuye a los mecanismos pato-
genos propios del hongo B. bassiana.
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