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Resumen. Como consecuencia del desarrollo de resisten-
cia al uso de acaricidas e insecticidas en el 4mbito veterina-
rio y agricola, se ha generado gran interés en la evaluacién,
desarrollo y utilizacién de métodos alternos para el con-
trol de los pardsitos externos del ganado, tomando como
propuesta los hongos entomopatégenos, los cuales generan
expectativas. Se han realizado trabajos de evaluacién del po-
sible efecto biocontrolador de diversas especies de hongos,
éstos se han concentrado en la garrapata Boophilus microplus,
lo que permite considerarla como una posibilidad de estudio
en moscas de importancia veterinaria. Este estudio es un
primer paso en el desarrollo de una metodologia in vitro
para la evaluacién a partir de larvas de segundo instar de la
mosca del establo Stomoxys calcitrans por el hongo entomo-
patégeno Metarhizium anisopliae. Se trabajaron cepas de
laboratorios Laverlam®, y tres aislamientos diferentes. Las
cepas se aplicaron en varias concentraciones —1x102, 1x104,
1x106 y 1x108-a una temperatura de 23 °C y una HR de
809%, los tres aislamientos se manejaron a una misma con-
centracién, 1x107, teniendo como temperatura promedio los
18°C y una HR promedio de 63%. Se evalué la mortalidad
producida por cada concentracién de cepa. Ninguna de las

cepas mostré actividad en las larvas.
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Abstract. Due to extensive use of acaricides and insecti-
cides in livestook industrie it has been developed a resis-
tance phenomenom that generate the necesity to improve
alternative methods for outter parasities control on cattle.
Use of entomopathogenic fungus are available strategie. It
has been executed checking labors about possible biocontrol
effects of several kinds of fungus but these tests are focused
on Boophilus microplus. This is a first step in the develo-
pment of an in vitro methodology to evaluate a biological
control starting from second instar larvaes of Stomoxys
calcitrans with the entomopathogenic fungus Metarhizium
anisopliae. Four stocks were evaluated: the first stock was
applied with a concentration of 1x102conidia/ml, 1x104
conidia/ml, 1x106 conidia/ml and 1x108 conidia/ml of M.
anisopliae. They were maintained under laboratory condi-
tions at 23 °C and 80% relative humidity. Three isolation
were applied with a concentration of 1x107 conidia/ml

of M. anisopliae. They were maintained under laboratory
conditions at 18 °C and 63% relative humidity. The total
mortality produced by each tack was checked. None of the

four stoks showed activity on the larvaes.
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Control biolégico de larvas de la mosca del establo

Introduccion
La tendencia mundial a consumir productos orgédnicos
como estrategia para una mejor calidad de vida ha ge-
nerado en el consumidor una preferencia por alimentos
libres de téxicos, obligando a la industria agropecuaria
a encaminar sus esfuerzos hacia un disefio higiénico y
ecolégico. Adicionando a lo anterior estd el costo por
el uso de quimicos y su mala utilizacién, lo que trae
como consecuencia el desarrollo de resistencia en al-
gunos ectopardsitos, contaminacién de la proteina de
origen animal y el ecosistema, entre otros. Todo esto
hace pensar en implementar el control biolégico, con-
siderando los hongos entomopatégenos como una al-
ternativa para el manejo de los pardsitos externos.

Los ectoparisitos afectan al ganado comportin-
dose como vectores de enfermedades y minimizando
la eficacia en produccién,; las formas adultas se alimen-
tan de sangre provocando estrés en el ganado, obligdn-
dolo a tener una pérdida de energia al realizar movi-
mientos continuos con la cabeza, las orejas y la cola
para contrarrestar el ataque de éstos, disminuyendo
asi el tiempo de alimentacién y causando una baja en
las ganancias (4). Las pérdidas econémicas causadas
por los ectoparisitos provienen de la disminucién del
crecimiento y las mermas en la produccién de carne y
leche (se considera que las moscas picadoras causan
una disminucién del 25% en la produccién de carne
y leche), de los costos de insumos utilizados para el
control de ectopardsitos que muchas veces es intensivo
e innecesario y crean dependencia a pesticidas, lo cual
se vuelve insostenible a mediano y largo plazo (11).

Dentro de las moscas que afectan la ganaderia en
Colombia se encuentran las moscas picadoras que se
describen como dipteros (insecto con dos alas), de un
tamafo superior a 3 mm, que ingieren sangre o flui-
dos biolégicos (moscas hematofagas), y tienen piezas
bucales con capacidad de penetrar la piel del animal.
Dentro de este grupo de interés veterinario en nuestro
pais se encuentran la mosca de los cuernos, Haemato-
bia irritans, y la mosca del establo, Stomoxys calcitrans
(5, 19), las cuales representan el 90% de la poblacién
de adultos en las explotaciones pecuarias (11).

El género Stomoxys cuenta con alrededor de 18
especies. La especie calcitrans es la mds comin en zo-
nas templadas y se encuentra en todo el mundo. Tiene

una probdscide penetrante, ambos sexos se alimentan
de sangre (7),y después de alimentarse buscan un nue-
vo sitio sobre estructuras como el granero, cercas, pa-
redes, drboles. Los adultos prefieren la luz fuerte, pero
algunos estdn siguiendo a animales dentro de cons-
trucciones o en el campo (2, 30), y suelen localizarse
particularmente en las extremidades.

Después de que la hembra ha tenido un nime-
ro suficiente de alimentaciones sanguineas pone los
huevos sobre la paja himeda, el estiércol o material
en descomposicién; la hembra puede poner 500 hue-
vos en grupos de 25-50. Las larvas se alimentan de
material vegetal. En clima caliente, el ciclo de vida en
promedio dura 4 semanas, pero puede variar de 3 a 7
semanas, dependiendo de la temperatura (30).

La mosca de los establos, al succionar la sangre,
causa una picadura dolorosa y es una de las més molestas
para el ganado. Se piensa que puede transmitir anemia
infecciosa equina y surra entre los caballos. Se sospecha
que transmite anthrax entre otros animales. En muchos
casos, es el vector mecdnico de protozoarios y puede ser
intermediario del nematodo Habronema (30).

Uno de los problemas que sin duda estd afectando
seriamente la productividad ganadera es la presencia
tan alta de moscas en las explotaciones. Durante los
ltimos 8 a 10 afios, estos ectopardsitos han tenido una
presencia continua durante todo el afio, generando un
problema permanente y dejando de ser un fenémeno
de tipo estacional (8).

Un factor que ha favorecido el gran incremento
en la poblacién de moscas es su ciclo biolégico corto.
Este es un punto importante para su control, ya que
este pardsito tiene la capacidad de producir un gran
nimero de generaciones en el afio las cuales represen-
tan un riesgo en la produccion de bovinos (8).

Durante muchos afios, los productos utilizados
para el control de estos ectoparisitos han estado basa-
dos en sustancias quimicas como fosforados, piretroi-
des e ivermectinas, aplicadas en diversas formulacio-
nes y presentaciones: polvos, aditivos en el alimento,
aspersion, aretes, aplicaciones “pour on” e inyectables
(8). Sin embargo, la resistencia es un fenémeno que
se presenta en cualquier tipo de poblacién (insectos,
artrépodos, bacterias, etc.) y se manifiesta cuando una
poblacién es sometida a la accién de alguna sustancia
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en forma constante, de tal manera que algunos, por sus
caracteristicas genéticas, se van haciendo resistentes a
ciertas dosis y una vez desarrollada esta capacidad, és-
tos sobreviven y, al reproducirse su descendencia, es
también resistente. Por principio, el control de mos-
cas debe estar basado en estrategias culturales y uso de
trampas, reservando la utilizacién de pesticidas para
épocas criticas de alta infestacién (20, 25).

Actualmente el control biolégico de las plagas
de importancia agricola y pecuaria es una practica de
proyecciones incalculables, y en Colombia existe la
necesidad de adaptar esta biotecnologia con mayor
atencién y dedicacion (29). El control biolégico es la
manipulacién, por parte del hombre, de algunos agen-
tes de control natural, sin importar que el insecto que
se pretende controlar o los agentes de control (parasi-
tos, predadores o patégenos) sean nativos o hayan sido
introducidos, y su principal prioridad es la limpieza
ecolégica. No se conoce en el mundo un ejemplo que
indique que este sistema haya tenido efectos deleté-
reos en el ecosistema. Otra ventaja es la posibilidad de
integrarlo con otros métodos de control, incluso con
el quimico. Dado que en Colombia el desarrollo y la
implementacién de programas cuidadosos de control
integrado ha sido relativamente reciente, el manejo
de programas insectiles ha estado basado en la utili-
zacién de insecticidas, en la mayoria de los casos de
una manera indiscriminada, lo que ha ocasionado un
gran deterioro en la calidad de los alimentos. Durante
los dltimos afios ha venido tomando auge en el pais el
control biolégico que, aunque modesto en compara-
cién con paises mds ricos o cientificamente mds avan-
zados, ha tenido ejecuciones brillantes, como es el caso
del control de plagas de la cafia del Valle del Cauca en
agricultura (9).

El uso de enemigos naturales contra las plagas se
inici6 en el pais hace mds de setenta afios, especifica-
mente en 1913 cuando los doctores Federico Lleras
Acosta y Luis Zea Uribe introdujeron desde México
la bacteria Coobacillus acridiorum para el control de la
langosta que en ese entonces destrufa diversos culti-
vos nacionales. En 1930, el doctor Luis Maria Mu-
rillo import6 desde Estados Unidos la avispa pardsita
Aphelinus mali (Haldeman) para el control del pulgén
lanigero del manzano Erisoma lanigerum (Haussman)

que atacaba los huertos de ese frutal en el departa-
mento de Boyaca.

La expansién moderna del control biolégico al-
canza en la década de los afos sesenta y setenta su ma-
yor dindmica en el pais, cuando los ingenieros azucare-
ros establecen laboratorios de crias masivas de la avispa
Trichogramma spp. para el control de plagas de la cafia,
ejemplo que es seguido en forma entusiasta por empre-
sarios privados quienes montan diversos laboratorios en
la costa Atlantica, Santander y Valle del Cauca.

El conocimiento del uso de los hongos entomo-
patégenos para el control de plagas no es muy re-
ciente. En 1934, el padre de la patologia de insectos,
Agostino Bassi, realizé un estudio sobre la enferme-
dad conocida como muscardina blanca del gusano de
seda, denominada Beauveria bassiana por Vuillemin
en 1912. Sin embargo, gran parte del mérito por el uso
de microorganismos en control de plagas se atribuye
al ruso Metscinikoff, quien, en 1878, estudié el con-
trol del coledptero de los granos Anisoplia austriaca
con el hongo Metarhizium anisopliae. Alves (1986)
asegura que cerca del 80% de las enfermedades que
ocurren en insectos son causados por hongos y que
los géneros mds frecuentes son: Aschersonia, Asper-
gillus, Beauveria, Entomophthora, Erynia, Hirsutella,
Metarhizium, Nomurea y Penicillium. Las especies de
hongos mds usadas son Beauveria bassiana; seguida
por M. anisopliae (1).

Los hongos entomopatdgenos tienen una adap-
tacién parasitaria debida al resultado de un proceso de
evolucién que ha venido desarrollindose a través del
tiempo (6). Han presentado mutaciones y recombina-
ciones que favorecieron el desarrollo de mecanismos
enzimdticos, permitiéndoles utilizar los hospederos
que se encuentran; disponibles en sus diferentes hi-
bitat para persistir en las condiciones ambientales en
que se encuentran, esto explica que la patogenicidad y
la virulencia de los entomopatdgenos estin reguladas
pOr un proceso enzimdtico y por uno o por varios ge-
nes, por lo cual, el grado de intensidad con que este
tenémeno se presente estd regido por la accién de los
factores climdticos, y la estructura espacial y genética
de la poblacién plaga hospedera, lo que podria explicar
la variabilidad de la patogenicidad y virulencia entre
especies y cepas (18).
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Dentro de los factores que regulan la patogenicidad
se encuentran: especificidad, capacidad de adhesién, pro-
duccién de exoenzimas, formacién de estructuras apre-
soriales y produccién de toxinas. Se ha encontrado que
entre las especies de hongos existe la tendencia a per-
der su capacidad de germinacién, de crecimiento, de la
formacién de apresorios, la produccién de enzimas y de
infectar insectos e incluso hasta matarlos (26), de donde
se destaca que el continuo pase sobre medios, la calidad
de los constituyentes, el pH, la temperatura, la humedad
relativa y el pase del patégeno sobre insectos no especifi-
cos, hacen que pierdan gradualmente sus caracteristicas
culturales antes mencionadas repercutiendo en su pato-
genicidad y virulencia. También se ha demostrado —tan-
to en el laboratorio como en el campo—la sensibilidad de
los hongos a la radiacién solar y mas especificamente a
la utravioleta, afectando principalmente la germinacién
y por consiguiente la patogenicidad (10, 13).

A diferencia de otros agentes entomopatdgenos,
los cuales deben ser ingeridos para invadir al hospedero,
los hongos generalmente penetran en el insecto a tra-
vés de su cuticula externa, actuando como insecticidas
de contacto. Esta cualidad tnica les permite ampliar el
espectro de hospederos y atacar a insectos chupadores,
entre otros. Las esporas de los hongos son las que inician
el proceso patogénico, luego de su adhesién a la superfi-
cie de los insectos, y constituyen la base de los productos
insecticidas comerciales. Una vez adheridas, las esporas
germinan y empiezan a penetrar a través de la cuticula
gracias a una combinacién de presién mecédnica y accién
enzimdtica que va degradando esta estructura externa.
Dentro del insecto, los hongos empiezan ripidamente
a crecer y a producir toxinas que les permiten evadir la
respuesta inmune del insecto y que en muchos casos son
la causa directa de la muerte del hospedero. Una vez que
el hongo ha consumido todos los nutrientes y tejidos
del insecto, emerge y produce esporas, continuando con
el ciclo patogénico.

M. anisopliae es un hongo parisito facultativo,
cuya reproduccién asexual se realiza a partir de coni-
dios, que al germinar sobre la cuticula del insecto pro-
ducen una toxina, causando la muerte de éste al ocurrir
la invasion de su cuerpo por el hongo (27).

El ciclo biolégico del M. anisopliae comprende
dos fases: una patogénica y otra saprofitica. La fase de

patogénesis ocurre cuando el hongo entra en contacto
con el tejido vivo del huésped y la humedad en el mi-
croclima es del 85% o mis.

M. anisopliae es un parisito facultativo que posee
conidias que constituyen la unidad infectiva del hongo.
El proceso infectivo que lleva al insecto atacado por el
hongo a morir se cumple en tres fases: la primera fase
de germinacién de esporas y penetracién de hifas al
cuerpo del hospedero dura de 3 a 4 dias. La penetra-
cién del hongo al hospedero ocurre a través de la cuti-
cula o por via oral. Cuando la penetracién se da por la
cuticula intervienen lipasa, quitinazas y porretazas. El
tubo germinativo de la conidia invade directamente,
produciendo apresorios que penetran la epicuticula,
dando lugar a cuerpos hifales que se desarrollan en el
hemocelo y circulan en la hemolinfa (27).

La patogenicidad del hongo sobre los insectos de-
pende de una compleja relacién entre la habilidad del
hongo para penetrar la cuticula y la fortaleza del sistema
inmunoldgico del insecto para prevenir el desarrollo del
mismo. Esta relacion se debe a factores concretos inclui-
dos las diferencias cuticulares, la penetracién cuticular y
las reacciones inmunes. El desarrollo del hongo sobre el
insecto puede ser influenciado porla eficacia de los hemo-
citos en encapsular y melanizar el patégeno. Casi siempre
los hematocitos se agregan al lugar de la penetracién cu-
ticular, formando algunas veces nédulos alrededor de las
esporas inyectadas. En el interior de los insectos la germi-
nacién usualmente procede de esporas que estdn fuera de
la agregacién de hematocitos pero para que se desarrollen
siempre deben estar afuera del agregado (27).

La segunda fase es la invasién de los tejidos por
parte del micelio del hongo hasta causar la muerte
del insecto y dura de 2 a 3 dias. Durante el proceso
de invasién del hongo se producen una gran variedad
de metabolitos toxicos. E1 M. anisopliae produce gran
variedad de metabolitos secundarios. Los compuestos
toxicos mds estudiados han sido las destruxinas. Estos
ciclodepsipéptidos son producidos durante el creci-
miento micelial, y hasta el momento se han identifi-
cado mds de 14, de los cuales los mas importantes son
destruxina A, B, C, D, E y desmetildestruxina B. Los
sintomas de la enfermedad en el insecto son la pérdi-
da de sensibilidad, incoordinacién de movimientos y
pardlisis. Cuando el insecto muere queda momificado.
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Algunas veces se pueden presentar zonas de pigmen-
tacién localizadas que corresponden a los sitios de pe-
netracién de las conidias en el tegumento (27).

Finalmente sigue la tercera fase, la esporulacién y
el inicio de un nuevo ciclo. El micelio del hongo se ob-
serva primero en las articulaciones y partes blandas de
los insectos y en dias posteriores se incrementa a todo
el cuerpo hasta finalmente cubrirlo. Tras la muerte del
insecto, y bajo unas condiciones de humedad relativa alta,
las conidiosporas pueden extenderse a través del cuerpo
cubriéndolo con material fungoso caracteristico. Los co-
nidiéforos del género Metarhizium son monticulos bajos,
cubiertos de conidias erectas, ramificadas y agrupadas en
una copa fértil, fidlidas solitarias en pares o en haces con
conidias apicales basipétalas, catenuladas, en columnas
subovoides o cilindricas, y con extremos redondeados
unicelulares de color verde oliviceo en masas (27).

Los estudios de control biolégico de la mosca del
establo 8. calcitrans han sido muy pocos; es importante
mencionar que en Estados Unidos se estdn usando dos
especies de microhymenopteros de la familia Plero-
malidae: la Spalangia endius y Muscidifurax raptor (16).
En Argentina, para el control tanto de mosca domés-
tica como de la mosca del establo usan Pachycrepoideus
vindemmiae'y Spalangia cameroni, las cuales tienen una
alta capacidad de busqueda de pupas de moscas para
parasitarlas, colocando en éstas sus huevos. En este
pais también se utiliza el hongo Entomopthera sp., que
en condiciones de alta humedad ambiental produce
una gran mortalidad en la poblacién de moscas.

Hogsette (1994) menciona la presencia de una
especie de Coptera sp., no identificada, parasitando pu-
pas de Stomoxys calcitrans L. en Hungria (17).

En la industria avicola, por el gran problema que se
tiene de mosca, se han desarrollado programas de con-
trol integrado con énfasis en el control biolégico y en
particular con liberacién de avispas parasitoides (28).

Morgan y cols., entre 1975 y 1979, reportaron
programas de liberacién de Spalangia endius y Musci-
difurax raptor en lecherias y granjas avicolas de pos-
tura y de engorde, con éptimos resultados y alto pa-
rasitismo tanto sobre Musca domestica (L..) como en
Stomoxys calcitrans (21, 22).

El parésito hembra deposita un solo huevo den-
tro de la pupa, y tanto ella como su progenie se ali-

mentan de hemolinfa de la pupa. El nuevo individuo
entre los 20 y los 35 dias (dependiendo de las con-
diciones climdticas) para comenzar inmediatamente
la bisqueda del drea hospedera, la localizacién de la
pupa, el tanteo y la perforacién de la misma y su ali-
mentacién y postura (23).

La avispa pardsito puede vivir a expensas de por
lo menos otras cinco especies de moscas que se en-
cuentran regularmente en gallineros y establos tales

como Stomoxys calcitrans L., Siphona irritans L., Fan-
nia canicularis L., F. femoralis L. (12).

Materiales y métodos

El presente trabajo se realizé en las instalaciones de
la Universidad Cooperativa de Colombia, seccional
Bucaramanga, y la Universidad Nacional de Colom-
bia, sede Bogotd, por tanto el ensayo da cuenta de los
procesos adelantados en dos espacios geogrificos dis-
tintos (Bucaramanga y Bogota).

Bucaramanga: ubicada a los 7° 08’ de latitud nor-
te con respecto al Meridiano de Bogotd, y 73° 08" de
longitud al oeste de Greenwich. Su altura sobre el nivel
del mar es de 959 m, y sus pisos térmicos se distribuyen
en cilido, 55 kilémetros cuadrados; medio, 100 kilé-
metros cuadrados; y frio, 10 kilémetros cuadrados. Su
temperatura media es 23 °C y su precipitacién media
anual es de 1.041 mm.

Bogotd: ubicada a los 4° 35" 56", latitud norte, y a
los 74° 04’ 51" longitud oeste; altura, 2.600 m sobre el
nivel del mar. Cuenta con una temperatura media de
14 °C y varia entre 8,9y 19,9 °C.1

En este estudio se elaboraron tres colonias de
laboratorio, dos en la ciudad de Bucaramanga crea-
das bajo las mismas condiciones en las instalaciones
del Centro Médico Quirtrgico Veterinario de la
Universidad Cooperativa de Colombia, y una ter-
cera colonia en los laboratorios de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional de Colom-
bia, sede Bogota.

La captura de la muestra estudiada en Bucara-
manga se realizé en una finca ganadera ubicada en la
Mesa de los Santos (Santander) de nombre La For-

1 www.alcaldiabogota.gov.co
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tuna, y propieded de la Universidad Cooperativa de
Colombia; para la captura se prepararon tres jaulas
entomoldgicas de 65 cm de largo por 45 cm de an-
cho, de marcos y piso de madera; para las paredes y
el techo se utilizé tul, con una manga en la parte su-
perior hecha de este mismo material, y con un cierre
en uno de los lados de la caja entomoldgica. También
fue necesaria una red entomoldgica o jama hecha de
tul y mango de madera.

Como técnica de captura se utiliz6 la descrita por
Mwangala y Galloway (1993), en donde brevemente
describen que teniendo amarrado el individuo (bovino,
equino) se hace un barrido horizontal en la parte baja
de las extremidades del animal; una vez capturadas las
moscas en el primer barrido, se cuentan y se llevan a la
jaula entomoldgica teniendo cuidado de no producir le-
siones en la muestra. Este procedimiento se realiza has-
ta completar 200 moscas por caja entomoldgica (24).

La captura de la muestra estudiada en Bogotd se
realiz6 en el hato ganadero ubicado en las instalaciones
de la Universidad Nacional, para lo cual se utilizaron
dos cajas entomoldgicas de 30 x 30 cm, de marcos de
madera y paredes de tul, con un cierre de velcro en los
orillos de una de sus caras, también se utilizé una jama
de tul y mango metélico. La técnica utilizada fue la
misma empleada en Bucaramanga. Fueron capturadas
200 moscas §. calcitrans por caja entomoldgica.

Capturada la muestra se creé un ambiente propi-
cio para la mosca del establo, para lo cual fue necesario
realizar varios ensayos y adaptaciones en cuanto a las me-
didas mas adecuadas de las jaulas entomolégicas, modo
de transportarlas de la finca al laboratorio, suministro del
alimento, etc. Como medio de oviposicién se utilizaron
tasas plasticas de 12 cm de didmetro y 7 cm de alto con
estiercol fresco de ganado, teniendo la precaucién de que
el animal del cual se recogi6 no estuviera en tratamiento
con antibidticos y que no hubiera recibido antiparasitarios
dos meses atris (15). Diariamente se humedecié con un
atomizador que contenia agua. Para alimentar las moscas
del establo se utilizé sangre citratada, la cual se mantenia
refrigerada; diariamente se sacaron 40 cm de sangre en
tubos de ensayo, se calentaron a 37 grados centigrados al
bafio Maria, y se regé la sangre en tapas de cajas Petri, las
cuales fueron colocadas separadas en las cajas entomol6-
gicas. También se les suministré agua azucarada en tapas

de cajas Petri. La sangre y el azdcar fueron cambiadas dos
veces al dia (3,4, 31).

Las moscas se mantuvieron a una temperatura
promedio de 23 grados centigrados, una humedad re-
lativa promedio de 55% y una intensidad de luz de 12
horas diarias.

Para el presente estudio se utilizé el hongo ento-
mopatégeno Metarhizium anisopliae para tres bioen-
sayos. Para los dos primeros bioensayos realizados en
Bucaramanga se conté con una cepa comercial marca
Laverlam®, lista para su aplicacion; las cepas utiliza-
das en la ciudad de Bogota provenian de unos aisla-
mientos hechos de Genus spp. (Chiza) (Coleoptera:
Melolonthidae), producto de una investigacién hecha
por un estudiante de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Nacional de Colombia.?

Para el caso del estudio en Bucaramanga, el hon-
go se preparé en agua destilada estéril, disolviéndola en
éste a concentraciones de 1x102, 1x104, 1x10° y 1x108,
y cada concentracién fue introducida en atomizado-
res; en Bogotd, el hongo se encontraba sembrado en
medio de cultivo sabouraud-dextrosa-agar (SDA). Se
realiz6 un raspado del hongo y se diluyé en 10 ml de
agua destilada estéril que contenia Tween-80 al 0,05%,
se homogeneizé durante 30 segundos. Se contabiliza-
ron las esporas a esta solucién madre con ayuda de la
ciamara de Neubauer en un microscopio binocular de
contraste de luz, siguiendo la metodologia de Goettel
e Inglis (14). Se realizaron dos diluciones hasta obte-
ner una concentracién de 1x107 esporas. Este mismo
procedimiento se realizé para obtener las concentra-
ciones de cada una de las cepas.

El bioensayo se desarroll6 en tres etapas, las dos pri-
meras en Bucaramanga y la dltima en la ciudad de Bogota.

Primera etapa. El bioensayo se llev6 a cabo en un
cuarto de 1x2 m de madera con temperatura promedio
de 23 °C y una humedad relativa promedio de 80%.
El ensayo se realizé con larvas de 2 instar de la mosca
del establo 8. calcitrans, provenientes de la colonia de
laboratorio. Los insectos fueron mantenidos en tazas
de vidrio de 12 cm de didmetro y 5 cm de profundidad

2 César Zuluaga Castro, Identificacién de chi-
zas y enemigos naturales y cultivos de papa y
pastos en Cundinamarca.
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que contenian un medio de crianza larval, que previa-
mente se habia preparado con estiércol fresco coloca-
do en bafio serolégico a 80 “C durante 30 minutos, se
repitié esto por tres dias consecutivos.

La unidad experimental estaba conformada por
una caja entomoldgica de 30x30 cm hecha de marcos y
piso de madera con paredes de tul, 1a cara frontal tenia
un cierre velcro en tres de sus orillos (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos evaluados en el bioensayo para medir la
actividad insecticida de M. anisopliae.

Cepa Concentracion No. Individuos/Réplica
Laverlam 1X10? conidias 60
Laverlam 1x10* conidias 60
Laverlam 1x10° conidias 60
Laverlam 1x108 conidias 60
Testigo tratado 0 60
Testigo absoluto | 0 60

En el interior de cada jaula se colocé una taza se
vidrio con el medio de crianza larval que contenia 60
individuos, cada jaula contaba con una toalla en la par-
te superior, la cual se humedecia constantemente para
mantener la humedad. El cuarto se mantuvo en oscuri-
dad durante todo el bioensayo.

El hongo fue rociado con un atomizador por
concentracion en las tazas de vidrio las cuales ya con-
tenian las larvas, se humedecié totalmente el estiércol
con 20 disparos que equivalieron al total del volumen

utilizado (Figura 1).

Figura 1. Caja entomoldgica, recipiente de bioensayo y
atomizador con el cual se rocié el hongo.

Segunda etapa. Se realizé a los dos meses de ha-
ber realizado la primera etapa. El procedimiento tuvo
las mismas caracteristicas que la anterior, con una va-
riante en la forma de aplicar el hongo. Cada grupo de
larvas, antes de ser colocado en las tazas con el medio
de crianza larval, fue sumergido en la concentracién
durante 30 segundos.

Tercera etapa. Se llevé a cabo en un laborato-
rio de entomologia de la Universidad Nacional, en un
estante con cortinas negras que evitaba la entrada de
luz; se mantuvo una temperatura promedio de 18 °C
y una humedad relativa promedio de 63%. El ensayo
también se realizé con larvas de segundo instar prove-
nientes de la colonia de laboratorio que se mantenia
en esta ciudad. La unidad experimental (replica) es-
taba conformada por una caja de Petri con medio de
crianza larval con el mismo tratamiento de las etapas
anteriores (Tabla 2).

Tabla 2. Tratamientos evaluados en el bioensayo para medir la
actividad de M. Anisopliae.

Cepa Concentracion | Réplica | No. Indiv/Réplica
Cun004 1x107 7* 5
Cun005 1x107 7* 5
Cun066 1x107 7* 5
Testigo tratado 0 6 5
Testigo absoluto | 0 6 5

* Las réplicas que fueron rociadas con hongo tienen una mas que las
que no fueron rociadas con el hongo, porque ésta no cuenta con medio
de crianza larval sino con papel filtro humedecido, para empezar una
reactivacion del hongo.

Cada grupo de larvas fue colocado en un tul esté-
ril y luego sumergido en hipoclorito de sodio al 0,05%
por 30 segundos, después se hicieron tres pases por
agua destilada que se encontraban en tres recipientes
distintos. Una vez desinfectadas las larvas fueron ro-
ciadas con el hongo mediante un micro aspersor, se
esperé que se secaran y se pasaron a las cajas de Petri
con el medio de criaza larval.

Las cajas fueron ubicadas en el estante separando
cada grupo de réplicas por 20 cm de distancia.
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Diseio experimental

Bucaramanga

La unidad experimental comprendié grupos de 60 lar-
vas de segundo instar; se tuvieron en cuenta dos contro-
les: a) control tratado (individuos asperjados sélo con
agua destilada estéril), b) control absoluto (individuos
no asperjados). La cepa de hongo fue evaluada en 4
concentraciones de esporas por mililitro de solucién:
1x102, 1x104, 1x10°¢ y 1x108 trabajando una réplica para
cada concentracion.

Bogota

La unidad experimental comprendié grupos de 5 lar-
vas de segundo instar; se evalué un total de 3 cepas
de hongo cada una en una concentracién 1x107 traba-
jando 7 réplicas para cada concentracién. Se tuvieron
en cuenta dos controles: a) control tratado (individuos
asperjados s6lo con agua destilada estéril), b) control
absoluto (individuos no asperjados).

La evaluacién y toma de datos se realizé desde
el siguiente dia de la aplicacién, llevando un registro
diario de la mortalidad en cada grupo de individuos o
repeticién (Bogotd). El registro se realizé hasta que el
control absoluto llegé a un 100% de eclosién de mos-
cas adultas. Con el propésito de verificar la causa de la
muerte, los individuos muertos colectados fueron co-
locados en cdmara himeda a temperatura ambiente.

Resultados y discusion

El tiempo del ciclo biolégico de la mosca en el la-
boratorio varia en las tres etapas del proyecto, tenien-
do en cuenta que la mosca provenia de dos espacios
geogrificos distintos, es por ello que a continuacién
se presentard las caracteristicas de cada una de ellas
tomando como referencia lo descrito por Bailey y cols.
en 1975 (3) en estudios hechos en laboratorio (Tabla
3). (Véanse las Figuras 2,3,4y5).

Las diferencias encontradas en esta investigacién
se pudieron presentar por el clima y el microclima
como factores determinantes en el desarrollo de S. cal-
citrans (30). En la evaluacién de la cepa del hongo M.
anisopliae a las concentraciones de 1x102, 1x104, 1x10°
y 1x108 sobre larvas de 2 instar de §. calcitrans a partir
del trabajo adelantado donde la larva fue expuesta al

hongo a una temperatura y humedad controladas en
una habitacién construida en su totalidad en madera se
encontré que la viabilidad de las larvas de la mosca del
establo 8. calcitrans no fue afectada por la exposicién al
hongo en las diferentes concentraciones, dado que en
los grupos tratados se presenté una minima mortali-
dad —de 1 a 2 larvas por unidad experimental—.

Tabla 3. NUmero de dias en cada estado del ciclo de vida.

Estado Bailey y cols., 1975 Bucaramanga Bogota
22°C 26 °C 24°C
Huevo 2 dias 2 dias 12 dias
Larva 10 dias 18 dias 30 dias
Pupa 10 dias 15 dias 21 dias
Adulto 33 dias 35 dias 52 dias
Bailey, 22 °C

40

30 -
g2

. (1 [

0 —
Huevo Larva Pupa Adulto
Estado de la mosca

Figura 2. Gréfica del tiempo de los diferentes estados de la mosca
a una temperatura de 22 °C segun Bailey.

B/manga, 26°C
40 1
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Huevo Larva Pupa Adulto
Estado de la mosca

Figura 3. Gréfica del tiempo de los diferentes estados de la
mosca a una temperatura de 26 °C en Bucaramanga.

En términos generales, se puede afirmar que la
mortalidad no se incrementé con la concentracién de
hongo y que se distribuyé de modo casi aleatorio entre
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tratamientos (Figura 6). La mayor mortalidad se ob-
servé en 1x106,y ésta fue en un espacio de tiempo muy
largo entre ellas.

60 1
@ 10 B Bailey 22°C
<
a 0 1 B B/manga 26°C
o O Bogota 18-24°C
e P
\2\0% \/'Z} ) }BQ

Estado de la mosca

Figura 4. Gréfica del tiempo de los diferentes estados de la
mosca a una temperatura de 18 a 24 °C en Bogota.

60 7

e 40 B Bailey 22°C
<
a 0 A B B/manga 26°C
o | O Bogota 18-24°C
e P
Q‘\\g, & QS \}5\3

Estado de la mosca

Figura 5. Gréfica del tiempo de los diferentes estados de la
mosca a diferentes temperaturas.

Tabla 4. Mortalidad de la cepa Laverlam a diferentes
concentraciones.

Mortalidad de la cepa Laverlam
Mortalidad
Nimero de dias 1*10™ 1*10™ 1*10" 1*10"
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 1 1 0
9 0 0 0 0
10 1 0 1 0
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
13 0 1 0 1
14 0 0 2 0
15 0 1 0 0

Evaluacién de los aislamientos del hongo M. ani-
sopliae a una concentracién de 1x107 conidias/ml sobre
larvas de segundo instar de §. calcitrans. La viabilidad
de las larvas de segundo instar no fue afectada por la
exposicién al hongo con ninguna de las tres cepas utili-
zadas, dado que en los grupos tratados se presenté una
minima mortalidad, de 1 a 3 larvas por cepa.

En general se puede decir que el hongo no mostré
ningun efecto sobre las larvas, ya que la mayor morta-
lidad se encontré en la cepa CUN004 con 4 muertes
que se presentaron en el dia 14 la primera, dos en el
dia 15 y la tercera en el dia 19. Las cuatro larvas fueron
puestas en cimara himeda para observar el crecimien-
to del hongo y determinar si esta fue la causa; espera-
dos 5 dias no se observé crecimiento del hongo.

Mortalidad a diferentes concentraciones de
cepa Laverlam
2,57
2
) E1*10%2
2 b | |00
5 . 014106
M 1+1078
0,5
0 T T T T T T T T T T T T 1
1 3 5 7 9 11 13 15
Dias

Figura 6. Mortalidad a diferentes concentraciones de cepa
comercial de Laverlam.

Las moscas mantenidas en laboratorio en cajas
entomoldgicas de 70x70 cm (200 moscas) presentaron
el menor porcentaje de mortalidad (del 10%) ofrecién-
doles unas condiciones de luz muy parecidas a las que
tienen en libertad, y proporciondndoles el principal
alimento para su oviposicién y mantenimiento.

A medida que disminuye la temperatura en la
cria de la mosca del establo Stomoxys calcitrans en la-
boratorio se encontré que, al igual que lo descrito por
Bailey y cols. en 1975, aumenta el nimero de dias en
cada uno de sus estados del ciclo de vida (3).

A manera de conclusiones, al aumentar la con-
centracién de la cepa Laverlam sobre las larvas de se-
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gundo instar de la mosca del establo 8. calcitrans no se
encontr6 susceptibilidad. Las larvas de segundo instar
de esta mosca no son susceptibles por las cepas CUN
004, CUN 005, CUN 066 en la concentracién de
1x107 conidias/ml; la mortalidad no pasé de 2,4%.

Tabla 5. Mortalidad de las diferentes cepas a una misma
concentracion

hongo entomopatégeno, y un mayor nimero de con-
centraciones, asegurando asi la confiabilidad de los re-
sultados. Si se llegaran a encontrar cepas de hongos
mds promisorias, se debe tratar de desarrollar pruebas
a nivel de praderas para determinar el posible efecto
del hongo sobre poblaciones larvarias de moscas.

La reactivacién de las cepas es un factor impor-
tante para aumentar la virulencia de éstas. Es necesario
evaluar nuevas especies y cepas de hongos entomopaté-
genos sobre huevo, larva y pupa de la mosca de establo
S. calcitrans para determinar su eficacia biocontrolado-
ra y realizar nuevos bioensayos con diferentes hongos
entomopatdégenos que hayan demostrado agresividad
en el control de ectoparisitos en el ganado.

Para la realizacién de futuras pruebas in vitro se
recomienda utilizar un nimero mayor de cepas del

No. Dias Cun 004 Cun 005 Cun 066 Mortalidad en las cepas
1 0 0 0 2,5 7
2 0 0 0
3 0 0 0 2
4 0 0 0
5 0 0 0 = 15 | |MCUN 004
6 0 0 0 = EICUN 005
7 0 0 0 E; 1 || |CICUN 066
8 0 0 0
9 0 0 0 0,5 1 1
10 0 0 0
11 0 0 0 0 L
12 2 0 0 1 3 5 7 911131517 19 21 23
13 0 0 0 ias
14 1 0 0

Figura 7. Mortalidad de las larvas con las cepas CUN00O4,

15 0 0 1 CUNO005, CUNO66 a una concentracion de 1x107.
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