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RESUMEN. Los insecticidas son utilizados para eliminar la pulga Ctenocephalides canis en perros y
gatos, aunque afectan al medio ambiente y a la poblacion, por lo cual, se buscan alternativas como el
control bioldgico con hongos entomopatdgenos. Los formulados con aceite mineral protegen al hongo y lo
adhiere al insecto. En el presente estudio, se evaluo la patogenicidad de dos cepas de B. bassiana (Bb2 y
Bb9) a concentraciones de 10, 15 y 20% de aceite mineral, con agua estéril y Tween 80, inoculado por
inmersion sobre C. canis. El tratamiento formulado al 10% de Bb9 resulté con micosis de 86.3 % sobre las
pulgas, siendo éste el mas patégeno; el menos patdgeno fue el Bb2 al 15 % de aceite mineral con un 6.7 %
de micosis.
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FORMULATIONS OF BEAUVERIA BASSIANA (BALSAMO) VUILLEMIN ON
CTENOCEPHALIDES CANIS (CURTIS): PRELIMINARY RESULTS

ABSTRACT. Insecticides are used to eliminate the flea Ctenocephalides canis in dogs and cats, although
they affect the environment and the population, which is seeking alternatives such as biological control
with entomopathogenic fungi. Formulated with mineral oil protect the fungus and adheres to the insect. In
the present study, the pathogenicity of two strains of B. bassiana (Bb2 and Bb9) at concentrations of 10,
15 and 20% mineral oil with Tween 80 and sterile water, inoculated on C. canis immersion was evaluated.
The treatment formulated 10% Bb9 with mycosis was 86.3% on fleas, being the most pathogen and less
pathogenic Bb2 was 15% mineral oil with 6.7% of mycosis..
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INTRODUCCION

Las mascotas como el perro y el gato representan una parte importante de la vida actual
del hombre (Dantas-Torres y Otranto, 2014). Se estima que en México, el 51 % de los hogares
tienen perros y el 32% gatos (Pacheco-Rios, 2003). Los animales de compafiia, al igual que el
hombre o que otros vertebrados, son susceptibles a parasitos que se transmiten por diferentes
medios, y éstos provocan en el animal afecciones en la salud de diferente gravedad. Las pulgas,
son hospedadores intermediarios de algunos parasitos y de organismos infecciosos (Shaw et al.,
2004), se comportan como transmisores de varios patégenos como Micoplasma spp. y Bartonella
henselae (Regnery) (Bouhsira et al., 2012), ademas, las larvas de las pulgas tienen habitos
coprofagicos y pueden ingerir y a su vez transmitir huevos de Dipylidium caninum
(Linneo)(Bolio-Gonzalez et al., 2012).

Las pulgas son insectos parasitos del orden Siphonaptera, los adultos son ectoparasitos
hematofagos de mamiferos y aves (Bitam et al., 2010). Entre las principales especies de pulgas
que afectan a los animales se encuentran la pulga del gato, Ctenocephalides felis (Bouche), y la

272

—
| —



Pacheco-Basulto et al.: Formulados de Beauveria bassiana (Balsamo) vuillemin...

pulga del perro, Ctenocephalides canis (Curtis) (Bolio-Gonzélez et al., 2012). Dentro de las
afecciones que causan estos insectos se encuentran el prurito y algunas lesiones cutaneas en la
piel de los hospederos y dermatitis alérgica por la picadura (Bouhsira et al., 2012).

Para su control se utilizan diferentes métodos que integran el control directo sobre las
infestaciones en animales domeésticos, la mayoria de los productos ofrecen un insecticida con un
regulador de crecimiento, que afectan al desarrollo del huevo (Bouhsira et al., 2012). No obstante
que los insecticidas son efectivos, los costos de produccion son altos, los resultados no siempre
son inmediatos ni con resultados sobresalientes, y al paso del tiempo se desarrolla resistencia
hacia el producto (Mnyone et al., 2012), sin mencionar que también afectan al medio ambiente y
a la salud de la poblacion, principalmente nifios y mujeres embarazadas. Por lo antes
mencionado, es conveniente utilizar otros métodos para el control, que afecten lo menos posible a
otros organismos. El control bioldgico, con el uso de los entomopatdgenos, se ha utilizado para
controlar insectos de diversos ambientes (agricolas, pecuarios y de importancia en la salud
publica). Los microorganismos entomopatdgenos utilizados incluyen los virus, bacterias, hongos,
protozoos y nematodos (Albuquerque-Maranhdo y Albuquerque-Maranhéo, 2009).

Los hongos entomopatégenos (HE) son un grupo filogenéticamente diverso,
heterotroficos, eucariontes, unicelulares o hifales (filamentosos), que presentan esporas sexuales,
asexuales e incluso ambas (Albuquerque-Maranhdo y Albuquerque-Maranhdo, 2009). Los
hongos son los Unicos patdgenos de insectos que, a través del tegumento, invaden a sus
hospedantes (Inglis et al., 2001), particularmente los que pertenecen a los géneros Metarhizium y
Beauveria, han demostrado ser herramientas para el control de artropodos vectores (Mnyone et
al., 2012).

A pesar de la virulencia que estos hongos han demostrado en el laboratorio, la eficacia
puede decaer cuando se someten a condiciones de campo, ya que su accion se afecta por las
condiciones ambientales, tales como la temperatura, humedad, radiacion solar, lluvia, asi como
los elementos del microclima (Ment et al., 2010; Camargo et al., 2012). Bateman (1992)
menciona que en condiciones de ambientes secos con altas temperaturas es recomendable utilizar
formulaciones aceitosas por la efectividad que estas tienen, siendo incluso 40 veces mas efectivas
que las suspensiones acuosas. Cuando se le agrega a las suspensiones fungicas aceites minerales
y vegetales, aumenta la adhesion del conidio a la cuticula del hospedero, la cual protege al hongo
de condiciones ambientales no favorables (Alves, 1998). La mezcla de los hongos con
adherentes-dispersantes de tipo aceitoso o aquellos que facilitan que el ingrediente activo quede
encapsulado, permite que las gotas finas de las formulaciones impacten y persistan sobre los
insectos que se desean controlar (Alatorre-Rosas, 2006).

Un estudio previo (Rivera-Ramirez et al., 2013) demostr6 que los HE de Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin son patdgenos para las pulgas C. canis bajo condiciones de
laboratorio, los porcentajes de micosis de las tres cepas de hongos utilizadas resultaron ser
entomopatogenas para las pulgas, especificamente la cepa Bb2 de B. bassiana tuvo un 20% de
micosis. Otro estudio de Ortega-Palomares et al. (2013) confirmé que los HE son eficaces para
eliminar la pulga C. canis bajo condiciones de laboratorio reportando micosis donde la especie
mas sobresaliente fue B. bassiana con la cepa Bb2 que mostré un 97.2 % de micosis, seguida de
Bb9 con 96.4 sobre C. canis, por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar formulados
de dos cepas de B. bassiana sobre Ctenocephalides canis (Curtis).
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MATERIALES Y METODO

El presente estudio se realizd en el del Laboratorio de Parasitologia y Control Bioldgico
(LPCB) de la Division Ciencias de la Vida, Campus Irapuato-Salamanca, de la Universidad de
Guanajuato, ubicado en el km. 9 de la carretera Irapuato-Silao Ex - Hacienda el Copal, Irapuato,
Guanajuato.

Las pulgas C. canis que se utilizaron, se obtuvieron de canidos con infestaciones
ectoparasitarias recolectadas por integrantes del LPCB en el Centro de Atencion Canina del
Municipio de lrapuato, Guanajuato. Las Pulgas se extrajeron manualmente con la metodologia de
Rivera-Ramirez et al. (2013), con peines con 1 mm entre cerdas y se colocaron en bolsas de
polietileno y se transportaron al laboratorio para realizar las evaluaciones.

Las cepas de HE que se utilizaron en la presente investigacion fueron Bb2 y Bb9 de B.
bassiana, nativas del estado de Guanajuato, y que fueron seleccionadas por ejercer micosis en
mas del 95 % de las pulgas C. canis bajo condiciones de laboratorio con soluciones acuosas
(Ortega-Palomares et al., 2013). Inicialmente, los hongos fueron cultivados en Agar Dextrosa
Sabourand con 1 % con extracto de levadura y 500 ppm de Cloranfenicol y se incubaron por 21
dias a 25+1 °C, para la produccion de manera masiva, se realiz en granos de arroz dentro de
bolsas de polipropileno, las cuales fueron inoculadas e identificadas (Camargo et al., 2012).
Después de 21 dias los conidios fueron recolectados con ayuda de agua destilada con Tween 80
al 0.1 % y se extrajeron con ayuda de una centrifuga a 4500 rpm por 10 minutos, una vez
terminado el sobrenadante se descart6 y el sedimento se colocé en una campana de flujo laminar
por 3 dias para eliminar la mayor cantidad de humedad para facilitar la formulacion.
Posteriormente la masa centrifugada de HE se pulverizé con un pistilo sobre un mortero para
obtener los HE en forma de polvo y se determin0 la cantidad de conidios por gramo con ayuda de
una Camara de Neubauer, posteriormente se ajustd la concentracién a 1x10® conidios/mL.

En el laboratorio se selecciond adultos de C. canis para realizar los experimentos, la
inoculacion se realiz6 siguiendo la metodologia de Camargo et al. (2012), con algunas
modificaciones. Se formaron tres grupos que corresponden a las cepa Bb2, Bb9 y al grupo
testigo, cada uno tuvo tres tratamientos con diferentes concentraciones de aceite mineral (10, 15y
20 % de aceite mineral estéril, y 1 % de Tween80) de acuerdo con lo recomendado por Angelo et
al. (2010) (Cuadro 1). Todos los formulados tenfan una concentracién final de 1x10°
conidios/mL. Para realizar la inoculacién se colocaron diez pulgas en cinta masking doble cara en
cada una de las cajas Petri de 90x15 mm sobre una capa doble de papel filtro humedecido con
agua destilada estéril para facilitar la proliferacion del hongo entomopatégeno (Rivera-Ramirez et
al., 2013), para cada tratamiento se utilizaron cuatro repeticiones.

Los bioensayos consistieron inoculacién por inmersion en la suspension conidial e
incubacion a 25+1 °C. La mortalidad se registré cada 48 horas por al menos 14 dias para observar
las micosis sobre el cuerpo de C. canis, con ayuda de un microscopio estereoscopio.
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Cuadro 1. Contenido de formulados de B. bassiana para la evaluacion sobre C. canis.

Grupos Tratamiento (con % aceite % suspension % de Tween 80
tres repeticiones) mineral Acuosa

1 10 89 1
Bb2 2 15 84 1
3 20 79 1
4 10 89 1
Bb9 5 15 84 1
6 20 79 1
7 10 89 1
Testigo 8 15 84 1
9 20 79 1

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a las condiciones en que se realizaron los experimentos se logrd observar que
B. bassiana formulado con aceite mineral es patdgeno sobre C. canis bajo condiciones de
laboratorio.

En el presente estudio se encontré una micosis de 42.3 % con 10 % de aceite mineral, 6.7
% para el formulado de 15% y de 23.3 % de micosis con 20 % de aceite mineral (Cuadro 2).
Rivera-Ramirez et al. (2013) demostraron en sus estudios preliminares la patogenicidad de B.
bassiana en soluciones acuosas por inmersion sobre C. canis de la cepa Bb2 con un 20 % de
micosis, resultados por debajo al presente estudio en formulaciones de 10 y 20 % de aceite
mineral, en experimentos finos Ortega-Palomares et al. (2013) reportaron micosis de 97.2 % para
la misma cepa, dichos resultados son significativamente superiores a los encontrados en todas las
formulaciones evaluadas de la cepa Bb2, probablemente esta cepa es afectada por la presencia del
aceite mineral.

Ortega-Palomares et al. (2013) reportaron micosis de la cepa Bb9 en soluciones acuosas
de 96.4 % de sobre C. canis mientras que en este estudio, los formulados con aceite mineral
tuvieron resultados maximos de 86.3 % de micosis con 10 % de aceite mineral, 76.7 % de
micosis con 15 % de aceite mineral y 85.2 % con el formulado de 20 %, ninguna solucion oleosa
de Bb9 mejoro los porcentajes de micosis con soluciones acuosas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de micosis de los formulados de las cepas Bb2 y Bb9 de B. bassiana sobre C. canis.

Formulados de aceite mineral

Cepa
10 % 15% 20 %
Bb2 42.3% 6.7 % 23.3%
Bb9 86.3 % 76.7 % 85.2 %
Testigo 0% 0% 0%

En el presente estudio no se observo alguna cepa de B. bassiana que obtuviera el 100% de
micosis sobre C. canis a diferencia de los estudios realizados por Mnyone (2012), que indicé que
el hongo es capaz de infectar a la larva de la pulga de rata Xenopsylla brasiliensis (Baker), con el
100 % de mortalidad a los 11 dias, probablemente la pulga C. canis sea menos susceptible a los
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hongos entomopatdgenos o0 tenga mecanismos para inactivarlos antes de que le causen dafios o
por la poca efectividad de las cepas de B. bassiana nativas del estado de Guanajuato.

Wang et al. (2002) indica que aunque una cepa haya tenido buenos resultados in vivo e in
vitro, las formulaciones no siempre resultan en una interaccién sinérgica, incluso pueden retardar
el tiempo de micosis de una cepa muy virulenta o anular el efecto en una cepa débil, tal efecto
probablemente se observd, no obstante son necesarios méas estudios que permitan dilucidar el
fendmeno observado en el presente estudio.
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