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SUMMARY

Background. Ticks are one of the main threats that affect cattle production in Mexico. In the ecosystems, these
parasites are naturally regulated by microorganisms such as entomopathogenic fungi (EPF) and bacteria, wich are
capable of causing them disease and death. However, some studies mention that the effects of climate change and
wrong practices in the management of grasslands, trees and animals affect the distribution of these beneficial
organisms in the livestock areas of Mexican tropic. Objectives. 1) To determine the distribution of EPF in cattle
farm soils from the Mexican Tropics, 2) to identify the sites within the cattle farms with greatest presence and
richness of EPF and 3) to identify factors associated with their presence. Methodology. Soil samples of seventy-two
cattle farms from twelve municipalities of Veracruz, México, with high prevalence of ectoparasites, were collected.
Galleria mellonella larvae were used as bait in order to isolate EPF from soils; then, fungi were identified by
molecular methods. Results. Four genera of EPF were isolated and M. anisopliae was the most prevalent. Live
fences soils showed the greatest EPF richness. The mountainous region (OR=2.25), cattle farm altitude (401-600
meters above sea level) (OR=3.81) and cattle farms where they do not use herbicides (OR=3.66) are factors
associated to the presence of EPF in cattle farms soils (P < 0.05). Implications. Information about distribution and
diversity of EPF, as well as the knowledge of factors that may affect them, will help to understand their importance
as natural regulators of pests in cattle farms, to regulate agronomic activities to optimize their survival and help to
design strategies for isolation of native EPF with potential bio-regulatory effects of ectoparasites. Conclusions. The
isolation and richness of EPF in soils destined for the production of grazing cattle where Metarhizium anisopliae was
the most isolated is reported for the first time in Mexico. The live fences soils presented the greatest wealth of EPF
and some management and geographic characteristics were identified as factors associated with the fungal presence.
Keywords: bio-regulators; Metarhizium; Beauveria; Isaria; Purpureocilium; ticks; ectoparasites; grassland.

RESUMEN
Antecedentes. La produccién de bovinos es una de las actividades econémicas mas importantes que se realizan en
México; sin embargo, parasitos como las garrapatas la afectan de forma significativa. Estos parasitos son regulados
de forma natural, en los ecosistemas donde cohabitan, por microorganismos como los hongos entomopatdgenos (HE)
y bacterias que son capaces de causarles enfermedades y provocarles la muerte. Sin embargo, algunos estudios
mencionan que los efectos del cambio climético, las malas practicas en el manejo de los pastizales, de los &rboles y
de los animales, estan afectando la distribucion de estos organismos benéficos en las zonas ganaderas del pais.
Obijetivos. 1) Determinar la distribucién de hongos entomopatdgenos en suelos de unidades de produccién bovina
(UPB) en el tropico mexicano, 2) identificar los sitios dentro de las UPB con mayor presencia y riqueza de HE e 3)
identificar los factores asociados a su presencia. Metodologia. Se colectaron muestras de suelo en 72 UPB de 12
municipios de Veracruz, México, con alta prevalencia de ectoparésitos. Para el aislamiento de HE se utilizé la
técnica de cebo con larvas de Galleria mellonella, y después se identificaron molecularmente. Resultados. Se
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aislaron cuatro géneros de HE, siendo M. anisopliae el mas prevalente y donde los suelos de los cercos vivos
mostraron la mayor riqueza fungica. La regién montafiosa (OR=2.25), la altitud de la UPB (401-600 msnm
(OR=3.81) y las UPB que no se usan herbicidas (OR=3.66) son factores asociados a la presencia de HE en los suelos
de las UPB (P < 0.05). Implicaciones. La informacion sobre la distribucion y diversidad de los HE, asi como el
conocimiento de los factores asociados a su presencia, puede ayudar a comprender su importancia como reguladores
naturales de plagas en las UPB, a regular actividades para optimizar su sobrevivencia y ayudar a disefiar estrategias
de aislamientos de HE nativos con potencial efecto bio-regulador de ectoparasitos. Conclusiones. Se reporta por
primera vez en México el aislamiento y la riqueza de HE en suelos destinados a la produccion de bovinos en
pastoreo donde Metarhizium anisopliae fue el HE maés aislado. Los suelos de cercos vivos presentaron la mayor
riqueza de HE y se identificaron algunas caracteristicas geograficas y de manejo como factores asociados a la

presencia fangica.
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pastizales.
INTRODUCCION

La produccion de ganado bovino en México es una
actividad econdmicamente importante que se realiza a
través de todo el territorio nacional, ocupando mas de
110 millones de hectareas con 1.1 millones de UPB
(SADER, 2018). La ganaderia bovina se basa
principalmente en el pastoreo directo en sistemas
extensivos de produccion (Castillo-Gallegos et al.,
2005). Esta amplia superficie del territorio nacional
dedicada a la ganaderia tiene un impacto en el uso
natural de los recursos y puede afectar la calidad y la
preservacion de los ecosistemas (Gonzalez-Padilla et
al., 2019). Actualmente, con las nuevas reformas de
proteccion a los héabitats (flora y fauna), asi como a la
regulacion y optimizacién del uso de quimicos en los
suelos dedicados a la produccidon agropecuaria
(Mendoza-Cantl e lze-Lezama, 2017), es importante
conocer los aspectos ecoldgicos de los enemigos
naturales que pueden ayudar a mantener las
poblaciones plaga en niveles que afecten lo menos
posible a las plantas y a los animales.

Las regiones ganaderas tropicales de México se
caracterizan por presentar una gran variacién
climética, destacando las elevadas temperaturas y los
altos porcentajes de humedad ambiental, situacion
viable para el desarrollo de diversos agentes
patdgenos causantes de afectaciones sanitarias, donde
las enfermedades parasitarias representan el 80% de
los problemas de salud en la region (Garcia-Gutiérrez,
2004). Entre los parasitos mas importantes que
afectan al ganado bovino en la UPB, se encuentran
los ectoparasitos (garrapatas, acaros y moscas) que se
controlan principalmente mediante el uso de
antiparasitarios quimicos (Fernédndez-Salas et al.,
2012a). En estos hé&bitats, existen diversos
microorganismos  bio-reguladores  tales como
bacterias, hongos, nematodos, protozoarios y hongos
entomopatégenos (HE) con la capacidad de
establecerse, desarrollarse y matar ectoparasitos de
forma natural. Estos bioreguladores se han evaluado
para determinar su potencial como agentes de control
biologico (Samish y Rehacek, 1999). A nivel de
microhdbitat, la regulacion natural de plagas por estos

microorganismos con los que conviven, es uno de los
factores mas importantes de equilibrio en los
ecosistemas (Jackson et al., 2000; Keller &
Zimmerman,  1989), evitando  posiblemente,
epizootias importantes. Los HE se han caracterizado
como letales contra las garrapatas en diversos
estudios (Fernandes and Bittencourt, 2008). Los
principales géneros de HE que existen en los suelos y
que han probado ser bio-reguladores de un amplio
rango de plagas son Metarhizium spp., Beauveria spp.
e Isaria spp. (Domsch et al., 1980). Los habitats en
los que se encuentran estos hongos son variados, y su
presencia, distribucion y abundancia dependeran del
sustrato donde puedan reproducirse y de las
condiciones climatoldgicas para el desarrollo
adecuado de su ciclo biolégico. Estos organismos
ayudan a mantener en equilibrio ecoldgico a los
ectoparasitos y los mantienen dentro de un umbral
poblacional estable en los diferentes ecosistemas
(Azevedo y Melo, 1998).

Conocer la distribucion y diversidad de los HE
ayudard a comprender su importancia como
reguladores naturales de plagas en los pastizales de
las UPB tropicales, asi como ayudar a establecer
metodologias de control biolégico basadas en estas
distribuciones. Existen algunos factores geograficos y
algunas actividades de manejo en las UPB que
pueden influir en la sobrevivencia y presencia de los
HE en los suelos, por lo que un enfoque claro de su
distribucién, puede ayudar a regular algunas
actividades para optimizar la subsistencia de estos
bio-reguladores. No existen estudios donde se
identifique la distribucion y presencia de HE en
suelos de UPB en zonas tropicales de México. Los
objetivos del presente estudio fueron: 1) determinar la
distribucion de HE en suelos de UPB en el trdpico
mexicano, 2) identificar los sitios dentro de las UPB
con mayor presencia y riqueza de HE, y 3) identificar
los factores asociados a su presencia en los suelos de
las UPB.
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MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

Se realizaron muestreos de suelo en doce municipios
de la zona centro-norte del estado de Veracruz, con
amplia actividad ganadera bovina y alta prevalencia
de garrapatas Rhipicephalus microplus y Amblyomma
mixtum (Fernandez -Salas et al., 2012b). En cada
municipio se seleccionaron seis UPB por
conveniencia de acuerdo a los siguientes criterios de
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inclusidn: distancia geogréafica entre cada UPB igual
0 mayor a 20 km, con problemas de infestaciones de
garrapatas y consentimiento del duefio para realizar
los muestreos. En la region se han hecho reportes de
poblaciones de garrapatas con resistencia a varias
familias de acaricidas y lactonas macrociclicas
utilizadas para su control (Alonso-Diaz et al., 2013z;
Fernandez-Salas et al., 2012a y 2012b). La
localizacién de los municipios y las caracteristicas
geo-climaticas de las zonas de muestreo se presentan
en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas geo-climaticas promedio de los 12 municipios considerados para los muestreos de

suelos en las UPB de Veracruz, México.

Mpio Zona Coord. (Lat Msnm  Clima Temp  Prec. Tipode Principal
y long) prom.  Pluv. suelo actividad
Atzalan Montafiosa ~ 19°47'N. 1,660 Templado- 16.2°C  2245.5 Andosol  Ganaderia
97°14'C. himedo- mm Feosem  Agricultura
regular Luvisol
Colipa Montafiosa ~ 19°55'N. 200 Calido- 22.4°C 1671 mm Luvisol  Agricultura
96°43'0. regular Ganaderia
Juchique Montafiosa ~ 19°50'N. 280 Calido- 25°C 999.8 Luvisol  Ganaderia
de Ferrer 96°42'0. regular mm Agricultura
Martinez Planicie 20°04'N. 151 Calido- 23.7°C  1293.6 Luvisol  Agricultura
de la Torre 97°04'0. humedo- mm Ganaderia
regular
Misantla Montafiosa ~ 19°56'N. 300 Célido- 22.7°C  2036.4 Luvisol  Agricultura
96°51'0. humedo- mm Vertisol ~ Ganaderia
regular
Nautla Costera- 20°12'N. 10 Caélido- 22.5°C 1338 mm Gleysol Ganaderia
Planicie 96°46'0. himedo Aluvial  Agricultura
Coluvial
San Rafael  Planicie 20°11'N. 30 Trépico- 30°C 1330 mm Agricultura
96°51'0. himedo Ganaderia
Tlapacoyan Planiciey 19°58'N. 430 Caélido- 18°C 1500 mm  Luvisol  Agricultura
Montafiosa  97°13'0. himedo- Ganaderia
regular
Vega de Costera- 20°02'N. 10 Caélido- 23.9°C  1368.7 Coluvial Ganaderia
Alatorre Planicie 96°57'0. regular. mm Agricultura
Yecuatla Montafiosa  19°52'N. 420 Caélido- 22.5°C 1764.1 Andosol  Agricultura
96°47'0. regular mm Ganaderia
Tecolutla Costera 20°29'N. 10 Caélido- 23.6°C  1494.0 Regesol ~ Ganaderia
97°00'0. regular. mm Agricultura
Alto Montafiosa ~ 19°45'N. 2040 Templado- 25.2°C  1105.6 Feosem  Ganaderia
Lucero 96°49'0. regular. mm Agricultura

Mpio: municipio; Msnm: metros sobre el nivel del mar; N: Norte; O: Oeste; mm: milimetros. Informacién obtenida
de INEGI. Carta topogréfica, 2013 y Gobierno del Estado de Veracruz, anuario estadistico, 2012.
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Muestreos de suelos

Las UPB fueron visitadas para su muestreo durante el
periodo enero - noviembre del 2015 y de cada una se
tomaron tres muestras de suelo de tres diferentes
zonas: a) potrero: donde los bovinos pastan la mayor
parte del tiempo y donde la presencia de garrapatas
(larvas, ninfas y adultas) tiende a ser elevada, b)
cercos vivos: donde los bovinos buscan sombra para
descansar y refugiarse del sol y donde las condiciones
de humedad son propicias para el mantenimiento de
los hongos y el desarrollo de ectoparasitos, y c)
corrales: donde los animales son reunidos todos los
dias para su manejo (ordefia, amamantamiento,
alimentacion y/o tratamientos médicos) y donde las
garrapatas pueden desprenderse y desarrollarse en
gran proporcién (Alonso-Diaz et al., 2013b). De cada
zona se tomaron cinco sub-muestras de suelo de 150 a
200 g, aproximadamente, en bolsas de polietileno
limpias y nuevas (INTA, 2000). El sistema de
muestreos en cada zona fue sistematico y se realizo
de acuerdo a los siguientes protocolos:

Potrero: el muestreo se realizé en forma de cinco de
oros (SENASICA, 2012) a una distancia de 50 m
entre cada punto. El potrero a muestrear fue
seleccionado de forma aleatoria y de acuerdo al
numero de potreros en el rancho (ninguno de los
potreros sobrepasd las 10 hectareas de superficie)
(Renddn, 1994).

Cercos vivos: se eligieron por conveniencia de
acuerdo a la accesibilidad, donde se marcé un
transecto y cada 25 metros se tomé una submuestra
hasta cubrir 100 metros (Camara y Diaz, 2013).

Corrales: las sub-muestras fueron tomadas al azar en
forma de zig-zag cada 30 pasos de distancia hasta
completar las cinco tomas (INIFAP, 2012).

Las sub-muestras fueron tomadas con la ayuda de un
muestreador de suelos tipo barreno (Lord 0225%) a
una profundidad de 200 mm (INTA, 2000) y 30 mm
de didmetro sin considerar la materia organica
(Buduba, 2004). Las cinco sub-muestras de cada zona
fueron mezcladas para su homogenizacién, se
identificaron con los datos de la UPB y se colocaron
en hieleras plasticas con refrigerantes para su
proteccion y transporte al Laboratorio de Sanidad
Animal del Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Ganaderia Tropical de la FMVZ-
UNAM en Martinez de la Torre, Veracruz, México,
para su procesamiento.
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Toma de datos y aplicacion de cuestionarios

En cada sitio se recorrié el &rea considerando las
zonas homogéneas en cuanto a tipo de suelo y
apariencia fisica. Se registraron los detalles de las
areas de muestreo como: partes altas o bajas, planas o
inclinadas, consistencia del suelo (arenoso o himedo)
y vegetacion alta, media o baja. En cada sitio se
determino si la zona era inundable o no inundable, las
coordenadas geogréaficas y la altitud de la UPB
(msnm) con ayuda de un GPS (Explorist 500®,
Magellan). A los duefios o encargados de las UPB se
les aplicd un cuestionario para conocer las
caracteristicas del manejo de suelos tales como:
tiempo de uso para pastoreo de animales, frecuencia
de fertilizaciones y aplicacién de herbicidas (Tabla 2).

Técnica de aislamiento

Para el aislamiento de HE de las muestras de suelo se
utilizo la técnica de cebo con larvas de la polilla
mayor de la cera Galleria mellonella (Zimmermann,
1986). Este método has sido ampliamente
recomendado para el aislamiento de HE y ha
demostrado ser eficaz para este proposito (Meyling,
2007). Brevemente, cada muestra de suelo fue pasada
a través de un tamiz con poros de 2mm de apertura
con la finalidad de remover piedras, restos de basura
y plantas. Si las muestras estaban muy secas, se les
aplicdé agua destilada estéril para proporcionarle
humedad. Del suelo tamizado, se tomaron 300 g y se
colocaron en contenedores de 1 kg de capacidad.
Posteriormente, a cada contenedor se le colocaron
cinco larvas de G. mellonella de ultimo estadio como
cebo para los HE. Cada muestra fue identificada e
incubada a 27 + 2° C de temperatura durante dos
semanas. Cada dos dias los contenedores fueron
invertidos con la finalidad de que las larvas entraran
en contacto con la mayor cantidad de suelo. Se
realizaron evaluaciones de las larvas a los dias 3, 5, 7
y 14 con la finalidad de determinar si existia algin
crecimiento de hongos.

Pasados los 14 dias, las larvas fueron recuperadas de
las muestras de suelo, separadas y desinfectadas con
hipoclorito de sodio al 0.5% durante tres minutos,
posteriormente fueron secadas con papel absorbente y
enjuagadas con agua destilada estéril tres veces. En
seguida, las larvas fueron colocadas individualmente
en cajas de Petri (60 x 10 mm) conteniendo papel
filtro Whatman # 1 esterilizado y humedecido con
agua destilada estéril. Las cajas con las larvas fueron
identificadas e incubadas en una estufa de cultivo
durante 10 dias a 27+ 2°C de T y 85-95% de
humedad. Las larvas fueron inspeccionadas de forma
diaria para identificar sefiales de micosis, verificar
condiciones de humedad y descartar infecciones por
bacterias. Las larvas que mudaron a pupa durante la
incubacion fueron desechadas.
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Tabla 2. Variables consideradas como posibles factores asociados a la presencia de los hongos
entomopatdgenos en unidades de produccién bovina de Veracruz, México.

Variables Descripcion

Término

Uso de herbicidas

Altitud Altura en msnm de la zona de muestreo

Utilizacién de quimicos para el control de malezas en las UPB. Si

No

0-200 msnm
201-400 msnm
401-600 msnm
> 601 msnm

Regiodn Regidn geogréafica donde se encuentra la UPB Costera

Tiempo de pastoreo  Afios que el suelo ha sido dedicado a la produccion de bovinos.

Cobertura vegetal

Uso de fertilizantes ~ Aplicacion de fertilizantes para pastos

Zona de muestreo Posicién dentro de la UPB
Superficie

Agua en la zona

Relieve de la superficie muestreada

Zonas que pueden presentar inundaciones en diferentes épocas del afio.

Planicie
Montafiosa
10-20 afios
21-30 afios
>31 afios

Altura de la vegetacién presente en la zona muestreada Baja

Media

Alta

Si

No

Alta

Baja
Inclinada
Plana
Inundable
No inundable

Consistencia  del Presencia de humedad en la muestra de suelo Arenoso

suelo

Tipo de vegetacion  Tipo de vegetacion presente en la zona

Pesado
Nada
Maleza
Pasto
Arboles

Identificacién taxondémica de los hongos aislados

Cuando se observd crecimiento de hongos en G.
mellonella, posteriormente a la esporulacion de éstos,
se procedid a su identificacion valiéndose de claves
taxonémicas basadas en las caracteristicas
morfoldgicas de las estructuras reproductivas, forma
y tamafio de sus esporas y las caracteristicas de
crecimiento (Domsch et al., 1980; Nelson et al.,
1983; Samson et al., 1987). Larvas infectadas con
hongos oportunistas (Penicillium spp, Aspergillus spp
o Fusarium spp) se desecharon. Los hongos aislados
del mismo rancho, pero de diferente zona (potrero,
cerco o corral), fueron consideradas cepas diferentes
cuando la distancia entre cada muestreo era de méas de
1 km. A cada cepa se le asignd una clave de
identificacion con las iniciales del género y especie
del hongo, la inicial del estado de aislamiento
(Veracruz) y un numero consecutivo de acuerdo al
orden de aislamiento.

Almacenamiento de los hongos aislados

Las esporas de los HE se resembraron en agar papa y
dextrosa (APD) en placa con la finalidad de obtener
cultivos monospoéricos de cada uno. Después de 21
dias post-siembra, y a partir de los cultivos
monosparicos, se procedi6 a sembrar los HE en forma
estriada en APD en tubo inclinado para su
purificacién (Humber, 2012). Después de 21 dias, las
conidias se colectaron por raspado en agua destilada
estéril con 15 % de glicerol y 1 ml fue colectado y
depositado en criotubos estériles de 1.5 ml con 10
repeticiones. Los criotubos se almacenaron en un
congelador a -80° C para su mantenimiento.

Identificacion molecular

Cada cepa de la coleccidn se descongeld (un tubo) y
se sembraron 100 pl en APD en placa para
posteriormente ser incubados a 28°C. El tiempo de
incubacion durd hasta que se observo desarrollo de
micelio en el medio de cultivo.
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Obtencién de ADN

El ADN de los HE se obtuvo del micelio de acuerdo a
la técnica descrita por Hoffman y Winston (1987) y
Galén-Franco et al. (2011). Brevemente, se colectd el
micelio y congeld a -120° C durante una hora en
paquetes de papel aluminio. Posteriormente, los
paquetes se colocaron en nitrégeno liquido por 20
segundos, se recuperé el micelio y este se macerd. Se
tomaron 500 mg de micelio macerado y se colocaron
en tubos Eppendorff de 1.5 ml, al cual se le agregaron
600 pl de una solucion Buffer-UREA (Urea 7 Molar;
NaCl 0.35 Molar; TrisHCI 0.05 Molar, pH 8.0;
EDTA 0.02 Molar y Sarcosina 1%). Los tubos se
homogenizaron durante dos minutos y reposaron por
30 minutos a temperatura ambiente. Después se
agregaron 600 pl de fenol-cloroformo (1:1), se
homogenizaron durante cinco minutos y se
centrifugaron a 10,000 rpm por 15 minutos a 4° C. El
sobrenadante fue recuperado y transferido a un tubo
nuevo para agregarle 600 ul de fenol-cloroformo
nuevamente. Se utiliz6 la misma metodologia, arriba
descrita, hasta obtener un nuevo sobrenadante. A
continuacion, cinco pl de ARNasa (Sigma, St. Louis,
MO), diluidos en 150 ul de agua ultra-purificada,
fueron adheridos al sobrenadante y la mezcla fue
incubada a 37° C durante diez minutos. Nuevamente
se agregaron 600 pl de fenol-cloroformo y se siguio
la misma metodologia hasta obtener otro
sobrenadante. Este se transfirio a un nuevo tubo
donde se agregaron diez volumenes de acetato de
sodio (3 M) (1:10), y dos volumenes de Isopropanol
(1:2), con la finalidad de precipitar los acidos
nucleicos, y en seguida se incubaron por una hora a -
20° C. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
durante diez minutos a 13,000 rpm, se recuper6 el
botén de ADN, se lavo con 1 ml de etanol al 70 % y
se centrifugé por cinco minutos a 13,000 rpm. A
continuacion, el ADN se re-suspendié en 30 pl de
agua estéril ultra-purificada. La concentracion de
ADN se cuantificd utilizando un NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific, Inc. Waltham, MA, USA), y se
almacend a 4° C hasta su requerimiento.

Amplificacion del ADN

Para la identificacién molecular se amplificaron las
secuencias de los espaciadores transcritos internos
ITS1 (5° TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3) e
ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3))
(ITS; por sus siglas en inglés) (White et al., 1990), los
cuales amplifican un fragmento de 550 pares de bases
incluyendo: una secuencia parcial de la subunidad
18S, el ITS1, la subunidad 5.8S, el ITS2 y una
secuencia parcial de la subunidad 28S del ADN de
genes ribosomales. Se utilizo la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés) mediante un termociclador Bio-Rad T 100 JB
Lab. Las mezclas para las reacciones de PCR se
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compusieron de 0.25 pl de cada primer (Sigma-
Aldrich®), 0.625 pl de MgCly, 0.2 pl de dNTps
(Invitrogen™), 0.15 pupl de Taq polimerasa
(Amplificasa®, BioTecmol, México), 1.25 pl de 10X
de buffer de reaccion PCR, 1 pl de ADN y 8.77 pl de
agua destilada estéril. Los ciclos térmicos se
disefiaron de acuerdo al siguiente esquema: un ciclo
inicial de desnaturalizacion de 94° C por cinco
minutos, después 38 ciclos (desnaturalizacion: 94° C
por 30 segundos; alineamiento: 56°C por 30
segundos; extension: 72°C por un minuto) y un ciclo
de extension final a 72°C por cinco minutos. Los
productos PCR se visualizaron en geles de agarosa al
1 % en 1X TAE. Un marcador de 100 pb (GelPilot®)
fue utilizado y los geles se tifieron con bromuro de
etidio (0.1 ug mL™?) y se visualizaron en un foto-
documentador. Los productos PCR fueron purificados
con un Kit de purificacion QIAquick (QIAGEN®,
GmbH, Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La region amplificada se secuencio en
el Laboratorio Nacional de Gendmica para la
Biodiversidad (LANGEBIO) del CINVESTAV,
Irapuato, Guanajuato, México mediante el método
Sanger y la tecnologia de capilares con sistemas
AB13730 X1.

Andlisis estadistico

Se utilizé estadistica descriptiva para determinar las
frecuencias de aislamiento en cada municipio y entre
cada zona dentro de la UPB. La abundancia de cada
género de HE se calculé al dividir el total de hongos
de un mismo género aislado entre el nimero total de
los hongos aislados (Magurran, 2004). La asociacion
de los posibles factores relacionados a la presencia de
HE con los resultados de aislamiento de hongos fue
analizada mediante un andlisis de regresién logistica
binomial (analisis multivariado) usando Statgraphics
15.2.06. Se obtuvieron estimaciones exactas de
regresion, intervalos de confianza al 95% (1C95%),
odds ratio (OR) y valores de P. Un valor de P < 0.05
fue considerado significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En total se aislaron 68 cepas de HE, de las cuales 59
fueron de Metarhizium anisopliae, seis de Beauveria
bassiana, dos de Isaria (Paecylomices) fumosorosea
y una de Purpureocillium lillacinum (Tabla 3). Este
hallazgo es similar a lo reportado por Sun et al.
(2008) en suelos de cultivos agricolas y por Bruck
(2004) en suelos de viveros, quienes mencionan que
M. anisopliae es el HE més comun, seguido por B.
bassiana y Paecilomyces spp. D’Alessandro et al.
(2012) mencionan que M. anisopliae junto con P.
lilacinum fueron los Unicos HE aislados en muestras
de suelos de pastizales altamente infestados por
garrapatas A. mixtum. Por otro lado, Asensio et al.
(2003) en suelos agricolas, bosques y matorrales, asi
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como Hernandez-Velazquez et al. (2011) en suelos de
cultivo de maiz, mencionan que B. bassiana es el
hongo con mayor presencia, seguido por M.
anisopliae y L. lecanii o Paecilomyces sp. Algunas
caracteristicas como la regidn, el uso de los suelos y
la época del afio, pueden influir sobre la presencia y
el aislamiento de los HE. En este estudio, los HE
Metarhizium y Beauveria tuvieron mayor presencia
en los suelos de las UPB. Esto puede ser explicado
por la alta gama de hospederos y sustratos que
Metarhizium y Beauveria pueden utilizar para su
reproduccion, y asi favorecer su sobrevivencia y
distribucion. La mayoria de los suelos usados en este
estudio provienen de ecosistemas con alta cantidad de
insectos, garrapatas y materia organica, lo cual
favorece la disponibilidad de nutrientes para los HE
(Fernandez-Salas, 2017). Otro factor que pudo influir
sobre la mayor presencia de M. anisopliae es la
capacidad de este hongo para desarrollarse a
temperaturas altas y a una mayor humedad
(Hernandez-Velazquez et al., 2011), caracteristicas
que predominan en la region de estudio. M.
anisopliae se adapta mejor que los demas HE a 25 -
30° C de temperatura y 100 % de HR (Vannien,
1996). Ademas, la amplia variedad de sub-especies y
variedades de M. anisopliae aumentan la presencia y
adaptacion de este hongo a diversos ecosistemas,
incluyendo los tropicales.

Los requerimientos ambientales y de hébitat de cada
género, especie o variedad de HE son diferentes y de
esto depende su presencia, ausencia, riqueza Yy
distribucion. En el presente estudio, la mayor
cantidad de cepas de M. anisopliae se aislaron en la
zona de corrales (40.7 %), y en menor cantidad en
potreros (32.2%) y cercos (27.1 %). En el caso de B.
bassiana, tres de las seis cepas aisladas (50 %) se
obtuvieron de los suelos de los cercos vivos, dos de
potreros (33.3 %) y una de un corral (16.7 %). Las
dos cepas de |. fumosorosea y la cepa de P. lillacinum
se aislaron de los suelos de los cercos vivos (Tabla 3).
La mayor riqueza de HE se encontré en los suelos de
los cercos vivos, donde se presentaron los cuatro
géneros reportados (Tabla 3).

Asencio et al. (2003) mencionan que B. bassiana se
presenta con mayor frecuencia en bosques Yy
matorrales, es decir, en zonas con mas sombra,
materia organica y humedad, lo cual coincide con este
estudio. Ademds, Quesada-Moraga et al. (2007)
mencionan que la ocurrencia para cada género de HE
esta influenciada por la especie del hongo y el tipo de
habitat y que, en particular B. bassiana se presenta
con mayor intensidad en suelos de habitats naturales
(sin actividad agricola o pecuaria), y M. anisopliae en
suelos cultivables (Sun et al., 2008). Lo anterior
puede ayudar a explicar los resultados reportados en
este estudio, donde en los suelos de las UPB que
tienen una actividad pecuaria elevada, hubo una
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mayor presencia de M. anisopliae, mientras que los
suelos en los cercos vivos fueron propicios para el
desarrollo de B. bassiana. Es probable que ademas de
la baja actividad pecuaria en los suelos de cercos
vivos, haya otros factores como una mayor humedad,
sombra, sustratos como materia organica y amplia
variedad de insectos y aracnidos que favorecen la
mayor presencia de B. bassiana. Estas mismas causas
propician la mayor riqueza de HE, raz6n por la cual
los cuatro géneros reportados se aislaron en estas
zonas.

Tabla 3. Numero y porcentaje de hongos
entomopatdgenos aislados en las tres diferentes
zonas de muestreo de las unidades de produccion
bovina.

Cepas aisladas de suelos en cada zona
dentro de los ranchos [No (%0)]

Hongo Potrero Cerco Corral Total
entomopatdge vivo
no
M. anisopliae 19 (32.2) 16 24 59
(27.1) (40.7)  (100)
B. bassiana 2 (33.3) 3 1 6
(50.0) (16.7)  (100)
1. fumosorosea - 2 - 2
(100) (100)
P. lillacinum - 1 - 1
(100) (100)
Total de cepas 21 22 25 68
(100)
No: namero.

En cuanto a la regién, la mayor abundancia y riqueza
de HE se encontré en la regiéon plano-montafiosa
(Juchique de Ferrer, Colipa y Yecuatla) y en menor
proporcion en la zona costera (Figura 1).

1 Metarhizium anisopliae

V Beauveria bassiana

® saria fumosorosea 2
Purpureocillium lilacinum

W
e
.
v

N

A

Figura 1. Distribucion de hongos entomopatégenos
en unidades de produccion bovina en 12 municipios
de la zona centro-norte de Veracruz, México.
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Este hallazgo se puede explicar debido a las
diferencias en las caracteristicas nutricionales de los
suelos, tales como los componentes quimicos, materia
organica, salinidad y pH (Garrido-Jurado et al.,
2011). Al ser hongos saprofitos, su sobrevivencia
también esta influenciada por diversos factores como
las propiedades fisico-quimicas de los suelos,
hidrofobicidad de los sustratos y las interacciones
electrostaticas (Wollum y Cassel, 1978; Storey y
Gardner, 1987). Los suelos de las regiones costeras
tienden a ser arenosos, y las condiciones Optimas para
la sobrevivencia de las conidias de los HE tienden a
ser inferiores debido a una menor retencién de estas
en ese tipo de suelos, sobre todo para B. bassiana
(Garrido-Jurado et al., 2011). Ademas, la alta
salinidad en suelos (como en las regiones costeras y
algunas partes de planicies) puede ser un factor
relacionado con la baja abundancia y baja diversidad
relativa de los microorganismos (Arenz y Blanchette,
2011). Al respecto, Quesada-Moraga et al. (2007)
mencionan que suelos arenosos alcalinos provocan
ausencia de los HE, incluyendo los mas importantes.
En contraparte, en las regiones montafiosas las
condiciones ambientales y de sombra, humedad de
suelos, materia organica y nutricion de los suelos
tiende a ser optimos para el crecimiento de los HE
(Jarillo-Rodriguez, comunicacién personal).

Con relacién a los factores asociados a la presencia de
HE, se encontr6 que las UPB de las regiones
montafiosas (OR = 2.25, IC de 95 % = 1.02 - 4.92, P
= 0.04), las UPB en altitudes entre 401 y 600 mshm
(OR =3.81, IC de 95 % = 1.35 - 10.67, P = 0.007) y
las UPB donde no se utilizan herbicidas para el
control de malezas (OR = 3.66, IC de 95 % = 1.79 -
7.54, P = 0.00016) son factores asociados a la mayor
presencia de HE y probabilidades mas altas de
aislarlos en sus suelos (Tabla 4).

Aunqgue los HE son cosmopolitas y, basicamente, se
ha reportado su presencia en casi todas las regiones
(Augustyniuk-Kram y Kram, 2012), la altura puede
jugar un papel determinante en la supervivencia,
presencia y riqueza de los HE debido a factores como
la temperatura. Por ejemplo, en las zonas tropicales, a
menor altura, las temperaturas tienden a ser
superiores a las que prevalecen en las zonas mas altas
y en el presente estudio, se encontré mayor presencia
de HE conforme los aislamientos se realizaban en
zonas con mayor altura (401-600 msnm). Se ha
reportado que el frio extremo o el calor ambiental son
dos factores abidticos muy importantes en la
permanencia y desarrollo de la mayoria de los HE
(Fernandes et al., 2008). Ademas, en la region de
estudio, la estructura de los suelos tiende a ser
diferente en las zonas bajas en comparacion con las
zonas altas. En las zonas més bajas y mas arenosas, la
red de poros del suelo tiende a ser menos densa, por
lo tanto, los componentes nutricionales son menores.
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Esto implica que los patrones de obtencion de
nutrientes para los HE sean més extensos, provocando
una mayor necesidad de energia (Ritz y Young, 2004)
y disminuyendo, de cierta forma, su sobrevivencia.
Caso contrario, a mayor densidad de la red de poros
pequefios en el suelo, los microbios tienden a
establecerse  mejor, debido a una mayor
disponibilidad nutricional (Harris et al., 2003). Esta
misma caracteristica tiene que ver con la distribucién
de agua, necesaria para la sobrevivencia de los HE,
donde la misma densidad mayor en la red de poros,
permitiria mejor retencion de agua y, por ende, una
mayor humedad y mejores oportunidades de
sobrevivencia (Ritz y Young, 2004).

Al respecto, y coincidiendo con este trabajo, Wakil et
al. (2013) mencionan que la altitud puede influenciar
la ocurrencia de HE en insectos y reporta que en su
estudio se aislaron mas cepas de HE a partir de 400
msnm de altura, y que a menor altitud los aislados
tienden a disminuir. De la misma manera, Samson et
al. (2013) refuerzan nuestros resultados al reportar
gue hongos como los entomophthorales demuestran
mayor presencia en poblaciones de insectos forestales
en los habitats de mayor altitud con climas
subtropicales a templados. Ademas, Quesada-Moraga
et al. (2007) sugieren un rango de altitud de 400 a 700
msnm 6ptimo para el crecimiento y la diversidad de
los HE, coincidiendo con el presente estudio, donde
las probabilidades de aislar méas HE se presentaron en
alturas entre 401 y 600 msnm. Es importante
mencionar que algunos autores sugieren que, hasta los
1608 msnm, en condiciones sub-tropicales y
tropicales, hay condiciones favorables para el
desarrollo de los HE, siendo afectados a altitudes
superiores a 5200 msnm (Sun y Liu, 2008). En cuanto
al uso de agroquimicos, los enemigos naturales de
plagas han mostrado ser sensibles a los pesticidas
quimicos en general (Havron et al., 1987). Se conoce
que la aplicacion regular de herbicidas puede causar
cambios en los componentes biol6gicos de los
hébitats, a través de la alteracion de ciertas uniones en
la cadena de las inter-relaciones biocendticas
(Poprawski y Majchrowicz, 1995). En el presente
estudio se reporta que no utilizar herbicidas para el
control de malezas en las UPB es un factor asociado a
la presencia de HE en los suelos y las probabilidades
de aislarlos aumentan. De los pocos estudios al
respecto, Poprawski y Majchrowicz  (1995),
mencionan que los agroguimicos tienen efectos
fungicidas y fungistaticos sobre HE como Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Paecilomyces
farinosus y Verticillium lecani y que el crecimiento
radial y la germinacion de esporas también son
factores afectados por los estos. Casely et al. (1991)
demostraron que los herbicidas inhiben el desarrollo
de wvarios hongos fitopatdgenos; mientras que
Harrison y Gardner (1992) sefialaron un efecto
fungistatico sobre Beauveria bassiana.
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Recientemente Clifton et al. (2015) mencionaron que
no encontraron algin efecto de toxicidad de los
herbicidas sobre los HE, pero si reportaron ambientes
mas favorables y mejores para el desarrollo de los
hongos en zonas donde no se usan agroquimicos.
Estos estudios previamente reportados, concuerdan
con lo hallado en este estudio y, aunque los herbicidas
juegan un papel fundamental en el control de malezas
dafiinas para los pastizales, es importante conocer a
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nivel de campo los efectos secundarios sobre la
biodiversidad, sobre todo en insectos benéficos y
enemigos naturales de plagas. Estudios de
aplicaciones programadas, microorganismos
tolerantes o compatibles y herbicidas menos nocivos
para estos, serian necesarios para mantener o mejorar
el sinergismo entre ambos componentes de control
(Poprawski y Majchrowicz, 1995).

Tabla 4. Analisis de regresion logistica para identificar factores asociados a la presencia de hongos
entomopatdgenos en unidades de produccion bovina de Veracruz, México.

Variables OR IC (95%) Chi? Valor P
Region
Costera 1
Planicie 1.73 0.77-3,86 1.84 0.17
Montafiosa 2.25 1.02-4.92 4.18 0.04
Altitud
0-200 1
201-400 1.21 0.47-3.10 0.16 0.68
401-600 3.81 1.35-10.67 7.08 0.007
>601 2.05 0.83-5.04 251 0.11
Uso de herbicidas
Sl 1
NO 3.66 1.79-7.54 14.15 0.0001
Tiempo de pastoreo
10-20 1
21-30 2.67 0.98-8.05 3.55 0.059
>31 2.00 0.74-5.37 1.92 0.165
Cobertura vegetal
Baja 1
Media 0.51 0.24-1.09 3.02 0.08
Alta 1.66 0.68-4.07 1.27 0.26
Uso de fertilizantes
Si 1
NO 0.77 0.21-1.49 0.19 0.66
Zona de muestreo
Alta 1
Baja 0.57 0.29-1.12 2.52 0.11
Superficie
Inclinada 1
Plana 1.34 0.60-2.98 0.33 0.56
Agua en Zona
Inundable 1
No inundable 1.77 0.66-4.92 1.03 0.31
Consistencia suelo
Arenoso 1
Pesado 0.58 0.25-1.33 1.47 0.22
Tipo de vegetacién
Nada 1
Maleza 0.72 0.25-2.08 0.35 0.55
Pasto 0.78 0.31-1.95 0.27 0.60
Arboles 0.54 0.16-1.79 1.00 0.31

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza.



Tropical and Subtropical Agroecosystems 23 (2020): #92

CONCLUSIONES

Se reporta por primera vez en México el aislamiento
y presencia de hongos entomopatogenos en suelos
destinados a la alimentacion de bovinos en pastoreo.
El hongo M. anisopliae fue el mas aislado,
principalmente de los corrales donde se manejan los
animales. Los suelos de los cercos vivos presentaron
la mayor riqueza de HE, aislandose los cuatro géneros
reportados. Se reporta que la region montafiosa, la
altitud de la UPB (401-600 msnm) y no usar
herbicidas son factores asociados a la presencia y
aislamiento de HE en los suelos de las UPB.
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