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RESUMEN. El piojo de los perros Heterodoxus spiniger es un ectoparasito masticador que puede
causar graves dafios y enfermedades a sus hospederos. Principalmente estos parasitos se controlan con
productos quimicos no obstante, su uso irracional ha provocado resistencia en los insectos ademas de
los graves dafios al ambiente. EI control bioldgico es una alternativa natural donde se utilizan hongos
entomopatdgenos como elementos insecticidas. El objetivo del presente estudio fue determinar las
CLs, de cepas de hongos entomopatogenos Metharizium anisopliae y Beauveria bassiana nativos del
estado de Guanajuato sobre adultos de H. spiniger en condiciones de laboratorio. Piojos adultos fueron
colocados en cajas de Petri y se inocularon por inmersion a las diferentes concentraciones de los
aislados evaluados. Los resultados muestran que todos los aislados evaluados tienen efectos
bioinsecticidas sobre H. spiniger obteniendo una CLs, minima de 9.30 x 10% conidios/mL y méxima
de 2.56 x 10°conidios/mL en diferentes aislados.
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Virulence of Metharhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin and Beauveria bassiana
(Balsamo) vuillemin on adult Heterodoxus spiniger (Enderlein)

ABSTRACT. Canine lice Heterodoxus spiniger is a chewer ectoparasite that can cause serious
damage and disease to their hosts. Mainly these parasites are controlled with chemicals, however
irrational use has caused insect resistance in addition to serious damage to the environment. The
biological control is a natural alternative where entomopathogenic fungi elements are used as
insecticides. The aim of this study was to determine the LCs, of strains of entomopathogenic fungi
Metharizium anisopliae and Beauveria bassiana native of Guanajuato state on adults of H. spiniger
under laboratory conditions. Adult lice were placed in Petri dishes and inoculated by immersion at the
different concentrations of the isolates tested. The results show that all tested isolates have insecticidal
effects on H. spiniger, obtaining a LCs, minimum of 9.30 x 10%conidios/mL and maximum 2.56 x
10° conidios/mL on different insolates.
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INTRODUCCION

La relacion entre el hombre y el perro existe desde hace mas de 10.000 afios, en la
actualidad, no solo son animales de trabajo, también actian como animales de compafiia
(Benmouyal, 1990). El contacto tan estrecho entre humanos y estos animales aumenta los
riesgos de adquirir patdgenos zoonoticos, incluyendo parasitos externos como garrapatas,
pulgas y piojos. Los piojos Heterodoxus spiniger (Enderlein) (Phthiraptera: Amblycera:
Boopidae) pertenecen al orden Mallophaga (piojos masticadores) y tiene como hospedero
definitivo al perro (Canis Lupus familiaris) (Mehlhorn, 2011).

Actualmente las infestaciones por ectoparéasitos se eliminan utilizando principalmente
productos quimicos como Permetrina, Imidaclorip, Ivermectina, entre otros (Boczeket al.,
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2014), no obstante su uso irracional ha provocado que las plagas generen resistencia ademas
de mantener residuos en la piel de los animales y el ambiente (Miresmailli et al., 2006). La
busqueda de productos eficaces contra plagas, ha llevado al descubrimiento de nuevos
métodos de control entre ellos los bioldgicos como el uso de los hongos entomopatogenos,
reconocidos como importantes enemigos de los insectos (Miresmailli et al., 2006).

Los hongos entomopatégenos son reconocidos como importantes enemigos naturales
de plagas de insectos y se pueden utilizar como agentes de control biologico eficaces contra
plagas agricolas y pecuarias, se identifican generalmente basandose en el crecimiento de estos
en cadaveres de insectos (Chang-Su et al., 2014). Son excelentes candidatos para su uso en el
control biolégico debido que no necesitan ser consumido para causar la infeccion; que
infectan a sus anfitriones por el contacto y la penetracion directa de la cuticula (Wright et al.,
2002).

No existen muchos trabajos en relacion a hongos entomopatdgenos sobre piojos de
caninos, aunque si se han hecho estudios sobre otros artropodos como larvas de
Rhipicephalus microplus (Canestrini) obteniendo micosis del 97.82% en concentraciones de
1x10® conidios/mL y una CLs, de 2.93x10°conidios/mL (Angel-Sahagtn, 2007).

Se ha demostrado la micosis por hongos entomopatdgenos de Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin y Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin sobre los piojos H.
spiniger, obteniendo mortalidades de mayores a 90% (Ramirez-Jiménez et al., 2013). Por lo
tanto son una excelente alternativa considerando su poco efecto colateral hacia otros
organismos, la nula resistencia de los insectos y la relacion costo beneficio favorable. El
propdsito del presente trabajo fue determinar la virulencia de los hongos entomopatogenos M.
anisopliae sobre adultos del piojo H. spiniger.

MATERIALES Y METODO

El estudio se realizo en el Laboratorio de Parasitologia y Control Bioldgico (LPCB)
del Programa Educativo de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Division Ciencias de la
Vida (DICIVA) del Campus Irapuato-Salamanca de la Universidad de Guanajuato, localizado
en el Km 7 de la carretera Irapuato-Silao, Exhacienda El Copal, Irapuato, Guanajuato.

Del experimento reportado por Ramirez-Jiménez et al. (2013) se realiz6 la seleccion
de aislados y se tomaron las cepas mas sobresalientes en las pruebas de patogenicidad.
Inicialmente los cultivos de hongos entomopatdgenos se realizaron en Agar Dextrosa
Sabouraud, enriquecido con 1% de Extracto de Levadura y 500 ppm de cloranfenicol por 21
dias y a 25+1°C con 12 horas de luz/oscuridad (Samish y Rehacek, 1999). Los conidios
fueron colectados mediante raspado del medio de cultivo con ayuda de agua destilada estéril
con 0.1% de Tween 80® para romper la tension superficial, posteriormente se homogenizaron
con ayuda de un VOrtex para después cuantificarlas en una camara hematimétrica de
Neubauer (Cafiedo y Ames, 2004). Posterior al conteo se formaron las concentraciones de
1x107, 1x10°, 1x10°, 1x10%, 1x10°y 1x10? conidios/mL. En total se emplearon cinco cepas de
M. anisopliae (Mal, Ma3, Mab, Ma6 y Ma7) y una de B. bassiana (Bb2) pertenecientes a la
coleccion de hongos entomopatégenos del LPCB.

Para obtener el insecto plaga se realizé un cepillado de pelaje con peine piojero (1 mm
entre cerdas), se colectaron piojos adultos H. spiniger de caninos domésticos capturados por
el personal técnico del Centro de Atencion Canina de Irapuato (CANI) (Ramirez-Jimenez et
al., 2013). Para realizar los bioensayos se elaboraron grupos de diez piojos adultos H.
spiniger, cuatro repeticiones por cada tratamiento y se colocaron sobre cinta con pegamento
en cajas de Petri con doble papel filtro para conservar la humedad relativa elevada y favorecer
el crecimiento de los hongos entomopatégenos, los piojos colectados fueron utilizados en
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menos de cuatro posterior a su colecta. Se utilizaron cuatro repeticiones por cada tratamiento.
La inoculacion se realiz6 por inmersion de los piojos durante cinco segundos en la dilucion
correspondiente, al finalizar se agreg6é agua destilada estéril al papel filtro con el fin de
humedecerlo y se incubaron a una temperatura de 25+1°C con 12 horas de luz/obscuridad
(Ramirez-Jimenez et al., 2013). A un grupo de diez piojos se le inocul6 con aguas destilada
estéril con 0.1% de Tween 80®y se le considerd como testigo. Cada 48 horas, con ayuda del
microscopio estereoscopico, se registré el nimero de piojos micosados durante al menos 14
dias. Debido a la forma de alimentacion de los piojos no se alimentaron.

A los resultados obtenidos se les realizd un analisis Probit, relacionando el nimero de
adultos micosados y el logaritmo de la concentracion de conidios, esto para determinar las
concentraciones letales 10, 50 y 90% (Angel-Sahagun et al., 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a las condiciones en que se realizé el estudio se lograron obtener las
concentraciones letales de las cinco cepas utilizadas. Todos los aislados de M. anisopliae
evaluados demostraron ser patdgenos sobre adultos del piojo H. spiniger, en condiciones de
laboratorio; sin embargo se observo una variacion entre aislados.

Los resultados del analisis Probit mostraron que las CLso variaron de 9.30x10% a
2.56x10° conidios/ml, la cepa mas sobresaliente fue la Ma5 y la menos sobresaliente fue la
Ma3 respectivamente (Tabla 1). De los aislados evaluados, el méas virulento fue Mab5, seguido
de Ma6, Mal, Bb2, Ma7 y el menos virulento fue el Ma3.

Los aislados de Ma3 en concentraciones de 1x10" causaron una mortalidad de hasta
100%, Ma6 de 86.7% y Ma7 de 90% valores que guardan relacion con los resultados
obtenidos por Ramirez-Jiménez et al. (2013) aunque el asilado de Ma5 a concentraciones de
1x10conidios/mL obtuvo una micosis de 93.3% contrario a valores obtenidos de 90.6% a
concentraciones de 1x10® (Ramirez-Jiménez, 2014).

Tabla 1. Valores de CLsg de aislados de M. anisopliae y B. bassiana sobre adultos de H. spiniger.

Hongo CLs (conidios/mL) IC Ecuacion X2
Mal 4.96 x 10* 1.91 x 10%, 1.28 x 10° Y=0.53 X+1.48 | 2.35
Ma3 2.56 x 10° 1.35 x 10°, 4.86 x 10° Y=0.96 X+-2.09 | 1.32
Ma5 9.30 x 10° 1.55 x 10, 5.59 x 10° Y=0.33 X +3.37 | 3.94
Ma6 458 x 10° 1.78 x 10%, 1.17 x 10° Y=057 X +1.22 | 1.40
Ma7 2.50 x 10° 1.02 x 10, 6.11 x 10° Y=0.65 X+0.19 | 4.17
Bb2 2.16 x 10° 7.08 x 10%, 6.59 x 10° Y=0.4 X + 2.05 2.85

Los aislados de Ma3 y Ma7 contaron con una Clsy de 2.56x10° vy
2.50x10°conidios/mL respectivamente, debido a hasta donde tenemos conocimiento no
existen resultados de virulencia reportados sobre el piojo H. spiniger son resultados
sobresalientes sobre todo si se comparan con los obtenidos sobre larvas de garrapatas
Rhipicephalus sanguineus (Latreille) con los cuales se obtuvieron ClLsy de 2.35x10° y
2.88x10" conidios/mL  (Arriola-Mosqueda, 2014), probablemente las caracteristicas
particulares del hospedero utilizado para realizar las evaluaciones favorezca o no la
presentacion de la infeccion, del mismo modo para otras especies de acaros de importancia
pecuaria (larvas de R. microplus) se encontrd que los resultados de las CLso son superiores
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(2.93x10° conidios/mL) (Angel-Sahagtn, 2007) a las encontradas sobre H. spiniger de CLsg
de 4.58 x 10* conidios/mL.
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