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RESUMEN

Las langostas son una de las principales plagas en México, seguidas por los chapulines y
saltamontes. Sus efectos devastadores cubren numerosos estados de la Republica Mexicana y
generan importantes pérdidas econdémicas. El hongo entomopatdégeno Metarhizium acridum
(Hypocreales: Clavicipitaceae) ha sido empleado desde hace tiempo en México como agente
microbiano para el control biolégico de estos insectos. No obstante, aln permanecen sin dilucidar
preguntas sobre la persistencia y viabilidad del hongo a largo plazo después de que ha sido
asperjado en campo. En este estudio se desarrollo una técnica para detector la presencia de
conidios del aire del hongo M. acridum con gran precision. Los conidios del aire fueron colectados
mediante el uso de una trampa de esporas tipo Hirst. Se optimiz6 el método de extraccion de ADN
para conseguir el mayor recobro posible. Mediante el empleo de la prueba de PCR con
oligonucledtidos especificos fue posible lograr la deteccién de hasta un sélo conidio, y se realizaron
experimentos en un mini-tinel de viento para validar el método antes de su aplicacion en campo.
Subsecuentemente, esta técnica fue aplicada en una region agricola de México, donde M. acridum
fue asperjado para el control del saltamontes Sphenarium purpurascens (Orthoptera:
Pyrgomorphidae). M. acridum fue asperjado durante agosto y octubre de 2007. Se monitored su
presencia en aire, suelo y en la cubierta vegetal utilizando métodos moleculares y técnicas de cultivo.
Los resultados mostraron que el hongo se mantuvo viable en suelo durante todo el periodo de
seguimiento (66 semanas). Su poblacion fluctué de manera marcada, pero alcanzé hasta cuatro
veces su concentracion inicial y disminuyé hasta la mitad hacia el final del estudio. Las
concentraciones iniciales del hongo en aire y en la cubierta vegetal decayeron de manera sostenida
(con algunos pequefios incrementos) hasta su completa desaparicion después de 8 meses. Por lo
tanto, las aspersiones de M. acridum deben realizarse de manera frecuente (semanalmente) para
lograr un mejor control de las plagas y es necesario determinar si la acumulacién observada puede

ser dafiina para las personas expuestas u organismos no-blanco.



ABSTRACT

Locusts are one of the most predominant agricultural pests in Mexico, followed by non-migratory
grasshoppers. Their devastating effects cover numerous Mexican states, generating important
economic losses. Metarhizium acridum (Hypocreales: Clavicipitaceae) has been employed in Mexico
as a microbial agent for biological control for some time. However, questions related to the long-term
persistence and viability of the fungus after it has been sprayed over crop fields remain to be
elucidated. We describe a technique to detect the presence of airborne conidia from the fungus M.
acridum with great accuracy. Airborne conidia were collected using Hirst-type spore traps. DNA
extractions were optimized to achieve the best possible recovery. DNA was examined using
polymerase chain reaction (PCR) with specific oligonucleotides to enable detection of a single
conidium. Experiments using a mini-wind tunnel were conducted to validate the method.
Subsequently, this technique was applied to an agricultural region of Mexico, where M. acridum was
sprayed to control the grasshopper, Sphenarium purpurascens, population (Orthoptera:
Pyrgomorphidae). The fungus M. acridum was sprayed during August and October 2007. Its
presence in the air, soil, and vegetative cover was subsequently monitored using molecular methods
and culture techniques. The results showed that the fungus was viable on the soil during the follow-up
period (66 weeks). Its population fluctuated markedly, however, reaching four times its initial
concentration and later decreasing to nearly half its initial concentration by the end of the study. The
initial concentrations of the fungus in the air and in the vegetative cover decayed steadily (with some
small, isolated recoveries) until its complete disappearance after eight months. Therefore, fungal
spraying of M. acridum must be frequent (on a weekly basis) to achieve a better control of plagues
and it is necessary to determine whether the cumulative concentrations over time could be harmful to

non-target species or people exposed.
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I. INTRODUCCION

Las langostas y saltamontes son plagas comunes y altamente impredecibles. Son causantes de
enormes pérdidas a los cultivos en todo el mundo, y cuando se dan las condiciones climaticas
favorables para la eclosion de los huevos y el crecimiento de las plantas, las poblaciones pueden
incrementarse rapidamente dando como resultado una conducta gregaria y migratoria. Si no se
aplican medidas de control apropiadas y contundentes se pueden formar plagas con capacidades
devastadoras. Esto ha ocurrido recientemente con la langosta del desierto Schistocerca gregaria
(Forskal) en la cuenca del Mar Rojo en 1986 y en 1992, con la langosta migratoria Locusta migratoria
capito (Sauss) en Madagascar en 1995, y con la langosta italiana Calliptamus italicus en Kazajstan
en 1997 (Lomer et al., 2001).

Los primeros intentos de control con plaguicidas quimicos se basaron en el uso del
compuesto organoclorado dieldrin, pero debido a su persistencia e impacto ambiental se procedié a
sustituirlo por plaguicidas organofosforados, menos persistentes, como el fenitrotién y el malation y la
busqueda de plaguicidas quimicos menos tdxicos continua haciendo que se utilicen, actualmente,
ademas de los organofosforados, carbamatos, piretroides y reguladores del crecimiento. Sin
embargo, no se han podido eliminar del todo los efectos negativos sobre la vida silvestre, fuentes de
agua y los mismos seres humanos causados por el uso de los plaguicidas quimicos, tal como
demostré una revision de 1994 (Murphy et al., 1994) en la que se encontré que los plaguicidas
causaban mortalidades de mas del 90 % en especies no-blanco; por ello, los programas integrales
del manejo de plagas han buscado alternativas que conlleven a la reduccién de la cantidad de
plaguicidas que se aplican, sin que ello conlleve a una disminucién en la eficiencia del control de las
plagas (Lomer et al., 2001).

El control biolégico con patégenos desempefia un papel importante en las estrategias
integrales de control de plagas y la utilizacibn de hongos entomopatégenos como agentes
microbianos en el control bioldgico de plagas representa una alternativa eficiente, que conjuntamente
con otras medidas puede ser utilizada en la lucha biolégica en programas de manejo integrado de
plagas agricolas (Alves, 1986; Prior y Greathead, 1989). Los hongos biorreguladores de plagas son
parasitos de insectos perniciosos y sus repercusiones en los agroecosistemas carecen del costo

ambiental que conlleva el uso de los plaguicidas quimicos, y por lo general son inocuos para la salud
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humana, de animales y de plantas (Mier et al., 1989; Laird et al., 1990; Mier et al., 1994; Toriello et
al., 1999; Toriello, 2001).

Uno de los principales géneros de hongos entomopatégenos conocidos es el de Metarhizium.
Este hongo de distribucion cosmopolita fue inicialmente detectado en homopteros y evaluados en
Filipinas contra el delfacido del arroz Nilaparvata lugens Stal. Posteriormente, fue reportado en
Australia y las Islas Galapagos, Brasil, Madagascar (Goettel et al., 1995) y México (Hernandez-
Velazquez et al., 1997), entre otras regiones. Desde entonces ha sido utilizado ampliamente como
controlador biolégico de insectos, principalmente de acrididos. Sin embargo, se sabe poco acerca de
cuestiones ecoldgicas basicas de M. acridum, principalmente en agroecosistemas (Meyling y
Eilenberg, 2007). Es amplio el desconocimiento de aspectos tales como la posible presencia de
poblaciones silvestres en los cultivos antes de la aplicacion del hongo, asi como los mecanismos de
dispersion (incluidos los dependientes del aire), la persistencia y la viabilidad en el ambiente a
mediano y largo plazo. La mayoria de los estudios se han enfocado en la capacidad del hongo de
atacar a una especie de insecto en particular y pocos se han enfocado en determinar el destino del
hongo una vez aplicado, y entre estos, la metodologia predominante consiste en enterrar indculos en
campos experimentales controlados y cuantificar el porcentaje de ellos que permanecen viables y
capaces de infectar al insecto de interes (Kaaya et al., 1996; Vaenninen et al., 2000; Hu y St. Leger,
2002; Ekesi et al., 2005). Sin embargo, en las zonas agricolas hay movimientos de materia y energia
gue hacen dificil extrapolar esos resultados. Por ello es importante determinar la persistencia de M.
acridum en las zonas donde se aplica de manera regular, ya que esto permite conocer con mayor
precision la dinAmica poblacional del hongo y de esta forma tomar las medidas adecuadas ante su
posible aumento o disminucién en un momento dado. El muestreo ambiental para el monitoreo de
agentes entomopatogénicos mediante técnicas moleculares basadas en PCR proveé de las

herramientas necesarias para llevar a cabo est tarea (Castrillo et al., 2007).

Por estas razones, en el presente trabajo se plantea el estudio de la persistencia y viabilidad
en el ambiente (incluyendo aire, suelo y vegetacion) de las esporas de M. acridum a lo largo de un
ciclo anual después de ser asperjado en campo. Los datos obtenidos serviran para auspiciar una
mayor competitividad de los agentes microbianos y apoyar asi, en forma directa, la utilizaciéon de
éstos en el campo agricola, fortaleciendo una agricultura moderna que no contamine la salud del
hombre, de los animalesy de la vegetacion, asi como la calidad del ambiente, como ocurre con la

aplicacion indiscriminada de los insecticidas quimicos no selectivos.
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1.1 Los ortdpteros

Con el nombre de ortépteros se hace referencia a insectos muy conocidos, tales como chapulines,
saltamontes y langostas, que se agrupan bajo el orden Orthoptera (cuyo nombre en griego significa
ala derecha) (Otte, 1981). Este orden, al que las opiniones recientes atribuyen un origen
monofilético, incluye a mas de 20,000 especies que se distribuyen por todo el mundo (Flook y
Rowell, 1999). Los ortopteros se encuentran en casi todos los habitats que se pueda concebir, desde
cuevas obscuras hasta desiertos y alcanzan su mayor diversidad en los trépicos. Sus tamafios
varian desde 5 mm hasta 12 cm aproximadamente y son un componente comun de la fauna terrestre
de cualquier lugar. Se alimentan de todas las formas vegetales y son considerados los segundos
herbivoros en importancia después de los mamiferos, y alimento de muchos otros organismos, por lo
gue tienen un gran valor ecoldgico y la superfamilia Acridoidea es la mas importante en términos
econdémicos dado que muchos de sus integrantes son considerados plagas significativas en diversas
partes del mundo (Kevan, 1982; Gorochov, 1995).

El términos langosta se aplica a ciertos acridoideos migratorios cuyo tamafio es grande,
regularmente rebasan los 10 centimetros de longitud, los cuales debido a un incremento de
poblacion cambian de comportamiento, pasan de la forma/fase solitaria a una forma/fase gregaria,
cambiando posteriormente de color y forma (transformacion fisica), y requieren tener una zona
geografica de multiplicacion y gregarizacion definida (area gregarigena) (Barrientos et al. 1992).
Mientras que con el término de chapulines o saltamontes (“grasshoppers” en inglés) se denomina a
aquellos acridoideos cuyo tamafio es de pequefio a mediano, su longitud varia de 2 a 7 centimetros,
aunqgue algunos pueden llegar a rebasar este promedio, que carecen de una transformacion fasica y
de un area geografica de multiplicacion y gregarizacion especifica (Gangwere, 1991; Launois vy

Launois-Luong, 1991).

1.2 Biologia

La biologia de todas las especies de acridoideos es similar, presentan metamorfosis simple o
incompleta, pasando por las etapas de huevo, ninfa y adulto, por lo comun hay de 5 a 6 estadios
ninfales. La gran mayoria hibernan en estado de huevo, sin embargo, en ciertos lugares con invierno

benigno lo pasan en estado de ninfas desarrolladas o en estado adulto (Navarro-Nava, 1999; Anaya-
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Rosales et al., 2000). Generalmente s6lo existe una generacion al afio, aunque ciertas especies
pueden tener tres generaciones sucesivas en una estacion lluviosa o hasta cuatro o cinco con
desarrollo ininterrumpido (e.g., Abracris flavolineata De Geer, 1773) (Barrientos et al., 1992; Anaya-
Rosales et al., 2000).

En la cépula, los chapulines y las langostas se acoplan uniendo las partes terminales del
abdomen, el macho se monta sobre la hembra y dependiendo de la especie el tiempo de union
puede variar desde algunos minutos hasta varias horas (Barrientos et al., 1992). La hembra deposita
las ootecas al introducir su abdomen en el suelo, enterrandolas a una profundidad de 3 a 5 cm en
suelos baldios, orillas de caminos, drenes y canales de riego, margenes de predios y camellones,
aunque algunas especies, como el género Melanoplus, ovipositan directamente en los terrenos de
cultivo, especialmente cuando emigran (Navarro-Nava, 1999); en la mayoria de los casos, los
huevecillos son puestos envueltos en una capa de materia espumosa. El potencial reproductivo
puede considerarse elevado, en virtud de la predominancia de hembras (proporcion de 10 a 1), el
numero de oviposturas que efectla es de 6 a 8. El promedio de huevos que se encuentra en cada

ooteca varia en cada especie, pero es del orden de varias decenas (Barrientos et al., 1992) .

El estadio embrionario se desarrolla generalmente dentro del suelo, mientras que los otros
dos estadios (ninfal y adulto) dentro o encima del suelo. La emergencia del embrién o ninfa ocurre al
finalizar el desarrollo, ya sea espontaneamente o de forma inducida (lluvia y temperatura), en este
momento la ninfa se encuentra envuelta por una cuticula, cuyas finas ornamentaciones de escamas
facilitan su ascenso hasta la superficie del suelo siguiendo el eje del tapdn espumoso de la ooteca,
ésta se libera de la piel-membrana mediante una muda intermedia (falsa muda), para que sus

apéndices se tornen funcionales en algunas horas (Barrientos et al., 1992).

La ninfa de los acridoideos pasa por cuatro a ocho estadios verdaderos, segun la especie,
antes de transformarse en adulto. Las ninfas al nacer se encuentran agrupadas en pequefias areas y
después se dispersan; pero si la alimentacién es suficiente, permaneceran agrupadas por mucho
tiempo antes de invadir o avanzar hacia los cultivos. Morfolégicamente son similares a los adultos,
s6lo que son mas pequefias y sin alas (en el caso de especies aladas). Los adultos pueden
encontrarse dispersos o agrupados, dependiendo de la densidad de poblacién y de la escasez o

abundancia de alimentos en que se encuentren (Navarro-Nava, 1999; Anaya-Rosales et al., 2000).
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1.3 Comportamiento

Caracteristicamente son activos de dia, presentan fototropismo o atraccion hacia la luz. Como todos
los insectos, los chapulines y las langostas son de sangre fria (poiquilotermos). Continuamente
ganan y pierden calor del ambiente donde se desarrollan por medio de conveccion, conduccion,
radiacion, evaporacion y metabolismo; la temperatura de su cuerpo fluctia de acuerdo con ello y su
metabolismo en razén casi proporcional a la temperatura del cuerpo, excepto a los niveles extremos.
A bajas temperaturas, los acridoideos buscan proteccion y permanecen inmdoviles, mientras que a

temperaturas altas permanecen muy activos y respiran con dificultad (Barrientos et al., 1992)

El gradiente de temperatura del nivel del suelo hacia arriba es lo que determinara el
comportamiento de los acridoideos de subir a las ramas, causando cambios apropiados en la
fisiologia de su cuerpo, asi, los llamados “fitofilos” tienden a subir a la vegetacion cuando la
temperatura del suelo es extremadamente caliente, y descienden cuando la temperatura baja,
mientras que los “gedfilos”, 0 que viven en suelo, buscan escondrijos naturales como espacios en el

mismo, en las piedras o hendiduras entre las rocas (Barrientos et al., 1992; Sasketchawan, 2007).

La comunidad vegetal, con sus caracteristicas de diversidad, composicion, densidad,
abundancia y apariencia influye en gran manera en el comportamiento de los acridoideos, ya que las
plantas pueden servir como sitios de alimentacion, de apareamiento, de oviposicion o de refugio
(Bell, 1991).

Tanto chapulines como langostas son de habitos fit6fagos, sin embargo, los mas primitivos
(Pyrgomorphidae, Romaleidae) se alimentan principalmente de plantas de hoja ancha, mientras que
los mas avanzados (Gomphocerinae, Acridinae) lo hacen con pastos. El consumo de alimento se
incrementa en relacién con el tamafio, el cual esta en funcién del sexo y del estado biolégico, por
ejemplo, las hembras adultas de Melanoplus scudderi (peso medio 0.47 g) comen mas (0.85 cm? en
promedio de superficie foliar/ind/h) que los machos (peso medio 0.23 g, consumo promedio 0.629
cm?/ ind/h). Sin embargo, en relaciéon con el peso del cuerpo, las hembras consumen menos (1.8
cm2/ g masa de la hembra/hora contra 2.72 cm?/ g masa del macho/hora). Este consumo menor por
gramo-peso de las hembras en comparacion con los machos puede atribuirse al mayor grado de
actividad de los machos, existiendo una discrepancia similar entre ninfas y adultos. Por otra parte,

individuos recién eclosionados y recién mudados son incapaces de alimentarse, debido a que sus
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partes bucales estan todavia demasiado débiles para la incision y la masticacion, por lo tanto, pasan
un periodo de post-muda sin alimento, que de acuerdo a la especie varia desde algunas horas hasta
un dia o mas, mientras que las ninfas comen mas progresivamente con cada muda (incremento de

tamano), pero menos que los adultos de su mismo sexo y especie (Gangwere, 1991).

1.4 Aspectos perjudiciales

Los chapulines y langostas son parte importante de los ecosistemas de pastizales de todo el mundo
y desempeiian un papel preponderante en el reciclamiento de nutrientes y sirven como fuente de
alimento para la vida salvaje y, en afios de explosiones poblacionales, compiten con el ganado y la
fauna silvestre por el forraje (Fielding y Brusven, 1995; Olfert y Slinkard, 1999; Lockwood et al.,
2002). Desde la introduccion de la agricultura, los chapulines y las langostas han sido una de las
mas importantes plagas, ello debido a que muchas especies de chapulines estan bien adaptadas a
los habitats creados por las practicas de agricultura occidentales (Pfadt, 1994), ademas de que
actividades antrépicas, como la movilidad de productos agricolas, son causa importante de

dispersion (Corona-Vargas y Ritter-Ortiz, 2006).

La magnitud de los dafios varia con el tiempo y las condiciones ambientales, pero en épocas
de explosion poblacional estos insectos causan enormes dafios. Una de las plagas mas relevantes
en el mundo ha sido la de la “langosta del desierto”, Schistocerca gregaria, que de 1939 a 1963 llegd
a ocupar 13.6 millones de km? en Africa y en el suroeste de Asia (Uvarov, 1977). La langosta del
desierto, Schistocerca gregaria, es una plaga capaz de causar dafios extraordinarios. Una pequefia
parte de una colonia promedio del insecto, de casi una tonelada de langostas, consume al dia la
misma cantidad de alimento que 2, 500 personas y recorre 200 Km en un so6lo dia (FAO, 2004).
Chortoicetes terminifera, por su parte, fue una plaga importante de Australia durante los afios setenta
(Farrow, 1982). Del mismo modo, Zonocerus variegalus se ha considerado de importancia
econdmica en Nigeria (Chapman y Page, 1979). Mas recientemente, una variedad no identificada de
langosta migratoria ha causado enormes dafios en China (Diario-del-Pueblo, 2001). En Estados
Unidos, varias especies de saltamontes del género Melanoplus son responsables de la destruccion
del 23 % de todo el forraje disponible de la zona occidental de ese pais, causando pérdidas anuales
de varios cientos de millones de délares (Branson, 2007). En Canada la situacion es similar, teniendo
pérdidas de decenas de millones de dolares al afio, debido a so6lo cuatro especies de insectos
pertenecientes al orden Orthoptera, tres de ellas del género Melanoplus y la cuarta al género

Camnula (Sasketchawan, 2007).
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Se ha propuesto que el avance y dispersion de las plagas esta influenciado por numerosos
factores, entre ellos la humedad del suelo, composicion y altura de la vegetacion, humedad,
cobertura vegetal, velocidad del viento, disturbios (incendios), depredadores, competencia inter- e
intra-especifica, la edad de los chapulines, su estado fisiol6gico y su genética (Jeffrey et al., 2000).

1.5 Ortépteros plaga en México

1.5.1 Langostas

La langosta Schistocerca piceifrons piceifrons (Fig. 1) es una de las plagas agricolas
importantes en el sureste de la Republica Mexicana, y se considera plaga potencial para otros
estados de la vertiente del Golfo de México y del Pacifico (SENASICA, 2012).

Se conocen al menos 10 especies del género Schistocerca, con posibilidades de que haya
varias especies aun no descritas. De todas estas, solamente Schistocerca piceifrons piceifrons es
gregaria, con transformacion fasica y con capacidad de emigrar grandes distancias (Barrientos,
2003). El area de distribucién de S. piceifrons piceifrons se extiende desde el noreste de México
hasta Costa Rica, siendo tradicionalmente una de las principales plagas agricolas en el sureste de
México (Yucatan, Campeche, Chiapas, Quintana Roo) y Centro América. Sin embargo, los hébitos
migratorios de la langosta le permiten ir desplazandose y estableciéndose en otros estados donde
las condiciones son propicias para su desarrollo. Actualmente al menos 10 estados tienen problemas
con esta plaga en México (SENASICA, 2012a).

Fig. 1. Schistocerca piceifrons piceifrons.
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Estos organismos tienen un cuerpo coriaceo de 10-50 mm, en ocasiones duro, alargado y
cilindrico. En México presentan dos generaciones anuales en la Peninsula de Yucatan, y una
generacion al afio en otras regiones del pais. Pasan por tres estadios de desarrollo que son la etapa
de huevo, ninfa y adulto. Tiene desplazamientos como esparcion (moviendo del insecto en fase
solitaria para cubrir sus necesidades alimentarias y otros requisitos), dispersion (movimiento de un
mayor numero de individuos para solventar sus necesidades de supervivencia y reproduccion) y
migracion (movimiento masivo), ademas de pasar de su fase solitaria a gregaria formando grandes
mangas (nombre con el que se le denomina a las agrupaciones de insectos adultos) que arrasan con

todos los vegetales y plantios por donde pasan (Ramirez-Sagahon et al., 2001).

Entre los primeros reportes sobre la presencia de mangas de langostas en el sur de
Tamaulipas se tiene el de Trujillo (1975), quien indica que en 1964 se controlaron mangas de
langostas voladoras o centroamericanas en la regiéon de Mante, Tamaulipas. Posteriormente en 1980
se reportd una manga de langosta en Gonzalez, Tamaulipas (Garcia, 2001). A partir de 1998, las
poblaciones de langosta empezaron a incrementarse en la regién Huasteca (sur de Tamaulipas,
oriente de San Luis Potosi, norte de Veracruz e Hidalgo) y ocasiona dafios que pueden llegar hasta

el 100 % en cultivos anuales y perennes (Pérez et al., 2005).

Durante siglos México ha estado sujeto a fuertes infestaciones de langosta, las cuales se
caracterizan por largos periodos de recesién, con el ocasional resurgimiento de la misma por varios
afios consecutivos. Llega a atacar hasta 400 especies vegetales dentro de las que se encuentran
maiz, frijol, sorgo, arroz, soya, cacahuate, cafia de azUcar, chile, tomate, citricos, platano, coco y
pastizales. La langosta se distribuye en las entidades de menor altitud sobre el nivel del mar, como
Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Quintana Roo, San
Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan. Con base en la distribucion de este insecto
se estima una zona de invasion de 3.6 millones de hectareas (Ramirez-Sagahon et al., 2001;
SENASICA, 2012a).

La langosta tiene su area permanente de reproduccién en la Peninsula de Yucatan,
Guatemala (en la zona costera del Pacifico), El Salvador, Honduras y Nicaragua. Diversos estudios
demuestran que la langosta centroamericana, al igual que otros acrididos, tiene la capacidad de
seleccionar su alimento con base en el contenido nutrimental y, en ocasiones, cuando el alimento es
escaso, la langosta puede variar su dieta consumiendo alimentos con bajo contenido nutricional por

periodos prolongados. Se han hecho estudios que indican que la cantidad de alimento consumida
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por una manga de mil kilbmetros cuadrados es de 100 mil toneladas de alimento al dia. Al respecto
cabe mencionar que una manga de densidad media se conforma aproximadamente de 50 millones

de langostas por kilbmetro cuadrado (Anaya-Rosales et al., 2000).

Entre los factores que han propiciado la proliferacion de las langostas se encuentran el
cambio en el uso 0 manejo de la tierra, los disturbios ecolégicos, la falta de continuidad en las
operaciones de control, la falta de continuidad en el monitoreo y vigilancia cuando los brotes ya han
sido controlados, la deforestacion, el abandono de cultivos tradicionales y areas cultivadas y la
introduccion de nuevos cultivos (Barrientos et al., 1992).

1.5.2 Chapulines o saltamontes

Diversas especies de chapulines o saltamontes (principalmente de los géneros: Sphenarium,
Melanoplus, Brachystola, Boopedon, lIdiarthron y Taeniopoda) constituyen también plagas de

importancia econémica en México

1.5.2.1 Sphenarium purpurascens. El principal y mas importante es Sphenarium purpurascens (Fig.

2). Es probable que los aztecas lo conocieran como tlalchapolin o “chapulin de tierra”, llamado asi
por carecer de alas y s6lo caminar en la tierra. Actualmente en el Valle de México es el ortoptero
mas abundante y se le conoce como chapulin de la milpa ya que puede encontrarsele en aquellas

regiones donde se cultiva el maiz (Navarro-Nava, 1999).

Fig. 2. Sphenarium purpurascens.

Este insecto presenta una amplia distribuciébn geografica en el centro, sur y occidente de la
Republica Mexicana, en estados como Oaxaca, Guerrero, Michoacén, Jalisco, Veracruz, Puebla,
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Tlaxcala, Hidalgo, Morelos, D. F. y Estado de México, y probablemente se extienda hasta algunas
zonas de Chiapas y Tabasco. Se reporta como plaga en los estados de Guanajuato, Michoacéan,
Hidalgo, Tlaxcala causando pérdidas en los cultivos de: maiz, frijol, alfalfa, calabaza, sorgo, trigo,
cafia de azucar y pastizales, causando desfoliaciones parciales o totales independientemente del
desarrollo vegetativo del cultivo. Su rango de hospederos incluye ademas de cultivos agricolas y una
gran variedad de plantas silvestres (SENASICA, 2003c; 2012b).

1.5.2.2 Melanoplus. Las principales especies del género Melanoplus son M. femurrubrum (Fig. 3), M.
differentialis (Fig. 4) y M. lakinus (Fig. 5), que se distribuyen en practicamente todo el territorio
mexicano. La plaga de estos chapulines ha causado dafios a los cultivos desde 1970 en el sureste
de la Republica Mexicana, mientras que en el centro de México se mencionan las primeras
infestaciones de este insecto en 1974, por parte de la Secretaria de Agricultura y Recursos
Hidraulicos, dentro del Programa de Sanidad Vegetal de Puebla, aunque se estima que la plaga fue
introducida a estos estados desde 1970 a 1972 provenientes del sureste del pais (Anaya-Rosales et
al., 2000).

Fig. 4. Melanoplus differentialis.

Fig. 5. Melanoplus lakinus.
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Son plagas importantes en Chihuahua, Hidalgo, Michoacan, Oaxaca, Querétaro, Zacatecas,
asi como en la Planicie Huasteca, que comprende el oriente de San Luis Potosi, norte de Veracruz y
sur de Tamaulipas (Garza, 2003; SENASICA-IFAI, 2007). Afectan cultivos de frijol y maiz, sorgo,
trigo, cafla de azlcar, pastizales, pifia, pastos, avena, sorgo, alfalfa, y praderas inducidas y
naturales. Melanoplus lakinus, por ejemplo, es responsable por pérdidas en las zonas forrajeras de
hasta el 38 % (SENASICA, 2003b; Gurrola et al., 2006a, b).

1.5.2.3 Brachystola. Los principales exponentes de este género son B. magna (Fig. 6) y B.
mexicana (Fig. 7). Se encuentran en los estados de Sonora, Chihuahua, Durango, Zacatecas,
Coahuila, Aguascalientes, Jalisco, San Luis Potosi, Querétaro, Michoacan, Tamaulipas y Guanajuato
(SENASICA, 2003a). Se consideran plaga en los estados de Chihuahua, Guanajuato, Michoacan,
Zacatecas, donde afecta cultivos de frijol, maiz, sorgo, trigo, cafia de azucar, pastizales, alfalfa, soya,
algodon y arboles cadicifolios (SENASICA-IFAL, 2007).

Fig. 6. Brachystola magna. Fig. 7. Brachystola mexicana.

1.5.2.4 Boopedon. Incluye tres especies: B. nubilum, B. rufipes y B. diabolicum. Sus zonas de
distribucion suelen ser las mismas que las de chapulines de género Melanoplus y Sphenarium, por lo
que es dificil diferenciar la magnitud de los dafios causados por unos u otros, y dichos dafios varian
de acuerdo con las densidades de poblacion, pero se consideran plagas importante en Guanajuato,
Michoacan, Tamaulipas y San Luis Potosi, donde afectan a cultivos de maiz, frijol, cafia de azlcar y
pastizales; de estos ultimos han sido responsables de pérdidas del 12 al 20 % anual en 2006
(Gurrola et al., 20064, b).

21



Fig. 9. Boopedon rufipes.

Fig. 10. Boopedon diabolicum.

1.5.2.5 Idiarthron subquadratum. Idiarthron subquadratum (Orthoptera: Tettigoniidae) (Fig. 11)
€s una especie que no pertenece a la superfamilia Acridoidea. Es una especie que comienza a
causar problemas en México. Se le conoce como “chacuatete” y esta extensamente distribuido en
plantaciones del sureste de México. Es un insecto arbéreo, polifago y activamente nocturno. Se
alimentan de las hojas y frutos de diversas plantas, café, platano, naranja, chayote y papaya.
Histéricamente no se habia constituido como una amenaza, pero en el 2005 su poblacién alcanz6
niveles tan altos que se volvio una plaga. Cambios en el clima y las modificaciones de su habitat son
considerados como posibles causantes de su incremento poblacional, asi como reducciones en las
poblaciones de sus enemigos naturales, pajaros, roedores, murciélagos y parasitos de insectos
(Zavala et al., 2005) .
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Fig. 11. Idiarthron subquadratum.

1.5.2.6 Taeniopoda eques y Mermiria bivittata. Otras especies con impacto significativo son
Taeniopoda eques (en Hidalgo) (Fig. 12) y Mermiria bivittata (en el norte del pais) (Fig. 13). Son
responsables de pérdidas importantes en cultivos de maiz y pastizales. La explosién poblacional mas
reciente de Mermiria bivittata ocurrié en 1998, aunque fueron controladas de manera natural por una
epizootia del hongo Entomophaga grillo. Aunque los dafios que ocasionan estas especies son
considerables, pueden pasar desapercibidos en pastizales, ya que estos crecen en forma rapida y
abundante (Barrientos y Ortiz, 2006; SENASICA-IFAI, 2007).

i "?.{:f?é;\-_ ":’- ‘ 5 ..'.Qn-".-
Fig. 12. Taeniopoda eques.
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1.6 Manejo de ortopteros plaga por el gobierno mexicano

Debido a los dafios ocasionados por estos insectos, el gobierno mexicano ha tomado cartas en el
asunto en sus tres niveles de gobierno (federal, estatal y municipal) para el control de estas plagas,
designando a la SAGARPA, en su 6rgano desconcentrado SENASICA (Servicio Nacional de Sanidad
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria) como la responsable del combate a estas plagas. El
SENASICA, en coordinacion con los gobiernos de los estados y los organismos auxiliares, lleva a
cabo campanfas fitosanitarias y zoosanitarias, que son un conjunto de medidas para la prevencion,
combate y erradicacion de plagas que afecten a los vegetales y animales en un area geografica
determinada y a través del Programa Alianza para Contigo, se transfieren recursos que se aplican en
dichas campafias (SENASICA,2012a).

1.6.1 Campafia contra la langosta

La camparfia contra la langosta opera en los estados Campeche, Chiapas, Hidalgo, Oaxaca,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (Fig. 14). La estrategia de
la campafia incluye acciones de exploracion, muestreo, control quimico y control biolégico, asi como
capacitacion y divulgacion hacia los agricultores. Tiene como objetivo principal detectar
oportunamente a la langosta y mantenerla bajo control, de tal forma que no represente riesgo para
los cultivos agricolas y pastizales, evitando la formaciébn de mangas para restringir su
desplazamiento y dafio econdmico en areas agricolas sin presencia. La estructura operativa para el
afio 2012 consta de 54 técnicos, entre los que se encuentran coordinadores y responsables de la
campafa, profesionales fitosanitarios y auxiliares de campo, asimismo se programé la contratacion

eventual de 3,904 jornales para apoyar en las acciones de exploracién, muestreo y control.

La campafia ha sido exitosa en los ultimos afios, pues las acciones han permitido detectar y
controlar de manera oportuna los brotes de la plaga, la exploracion, el muestreo y el control se han
realizado en montes bajos y en pastizales, reduciendo la presencia de la langosta dentro de los
cultivos. Asimismo, las pérdidas econémicas en la agricultura han sido minimas. Hace varios afios,
los dafios a los cultivos eran mucho mayores, las actividades de la campafia en algunos casos so6lo
eran de control de brotes. Sin embargo, hoy en dia, las actividades fitosanitarias se realizan de forma

permanente durante todo el afio, sin importar si hay o no reportes de la plaga.
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En caso de no realizarse la campafia contra la langosta, se tendrian pérdidas econémicas
potenciales de hasta el 100 % de los cultivos susceptibles de ser alimento de la langosta. Asimismo,

se tendria un fuerte impacto social al presentarse mangas en las principales zonas urbanas.

Los resultados del muestreo realizado durante 2011 indican que la presencia de la langosta
se detectd en 39,000 ha, de las cuales la mayor parte se encuentra en Yucatdn y Tamaulipas. De
2006 a 2012, se ha realizado una inversién de 57.3 millones de pesos. De acuerdo a estadisticas del
SIAP, tan solo la superficie de arroz, cafia de azlcar, maiz y sorgo, que podria ser potencialmente
afectada por la langosta en su fase gregaria, en los estados de la Peninsula y el Golfo de México,
supero durante 2011 los 3.6 millones de hectareas, en donde se obtuvo un volumen de produccion
de mas de 39.4 millones de toneladas y cuyo valor casi alcanz6 los 84 mil millones de pesos
(SENASICA, 2012a).

SITUACION FITOSANITARIA NACIONAL
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Fig. 14. Situacion fitosanitaria de la campafia contra la langosta.

1.6.2 Campafa contra el chapulin

La campafa contra chapulin se establece formalmente en 2008, teniendo como objetivo reducir los

niveles de infestacién a menos de 5 ninfas por metro cuadrado, a través de la deteccion y control
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oportuno de los brotes de esta plaga. En 2012 la campaia opera en seis estados: Chihuahua,
Guanajuato, Puebla, Querétaro, Tlaxcala y Zacatecas (Fig. 15). La estrategia operativa de la
campafa incluye acciones de exploraciébn, muestreo, control biolégico y control quimico,
capacitacion, divulgacion y supervision. En el presente afio, se tiene una estructura operativa
compuesta por 19 técnicos, entre los que se encuentran coordinadores de campafias, profesionales
fitosanitarios y auxiliares de campo.

De 2008 a 2012 se ha realizado una inversion federal de 18.8 millones de pesos. Dejar de realizar la

campafia traeria como consecuencia el incremento en los niveles de infestacion del chapulin, lo que
afectaria a diversos cultivos, ocasionando pérdidas en el rendimiento y calidad, y aumento de los
costos de produccién. De acuerdo a los resultados del muestreo, en 2011 la superficie afectada por
chapulin fue de 23,557 hectareas, distribuidas en los estados de Chihuahua, Guanajuato, Puebla,
Querétaro y Tlaxcala, en donde se realiz6 el manejo de los focos de infestacion, evitando con estas
acciones pérdidas en el rendimiento y calidad de frutos y hortalizas. Los principales cultivos
afectados fueron, en orden de superficie atendida, maiz, frijol, cebada, sorgo, avena, trigo, alfalfa,
tomate de cascara, agave, haba, brocoli, durazno, calabaza, cilantro, chile y cebolla. Sin embargo,
cifras del SIAP para el 2011 indican que tan sélo la superficie de frijol, maiz y sorgo que podria ser
afectada se ubica por arriba de los 2.8 millones de hectareas, de donde se obtiene un volumen de
produccion aproximado de 6.7 millones de toneladas y cuyo valor supera los 23 mil millones de
pesos (SENASICA, 2012b).
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Ademas de lo anterior, la importancia de estas plagas ha provocado que por lo menos en dos
ocasiones (noviembre de 2003 y marzo de 2007), la cAmara de diputados de México presente puntos
de acuerdo con el fin de destinar mayor presupuesto a su combate (Gaceta-Parlamentaria, 2003,
2007).

En México, las estrategias de control de la langosta y los chapulines se establecen con base
en el conocimiento de areas gregarigenas o de reproduccién permanente, el monitoreo de bandas

(ninfas) y mangas (adultos), control quimico y en algunos casos control biolégico.

Entre los productos quimicos recomendados para el control de la langosta estan los
organofosforados, como el fenitrotion y el malation, reguladores del crecimiento como
diflubenzuron/dimilin, y recientemente el pyrazol y fipronil. Todos estos productos ofrecen buenos
resultados, pues con cantidades relativamente bajas de ingrediente activo/ha (e.g., 250 a 450 g de
fenitrotion, 500-700 g de malation y 6-8 g de fipronil/ha) es posible causar mortalidades de 90 % o

mas en tiempos relativamente cortos (Barrientos y Milner, 2001) .

De acuerdo con los procedimientos de la Direccion General de Sanidad Vegetal de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, con objeto de
mantener una densidad de poblacién baja, el manejo de las plagas debe ser integral, es decir, se
deben aplicar dos o0 mas métodos de control disponible. Los métodos de control que se sugieren en

la normatividad son el cultural, biolégico y quimico.

Sin embargo, se le ha dado preferencia al uso del control quimico, situacién que conlleva
riesgos muy elevados, ya que ademas de no ser selectivos (matan a la mayoria de los insectos
presentes, alterando los ecosistemas), tiene efectos perjudiciales para la salud humana. Es por ello
gue debe darsele mayor énfasis al empleo del control biol6gico, con el fin de reducir riesgos y tener

un manejo integrado de plagas lo menos dafiino posible al ambiente (CNRCB, 2012).
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1.7 Control biolégico

La premisa del control biol6gico descansa en que bajo ciertas circunstancias, diversas poblaciones
son llevadas a bajas densidades por sus enemigos naturales.

El control biolégico cuando funciona posee muchas ventajas como: a) poco o ningun efecto
nocivo colateral, b) raros casos de resistencia, c) control de largo término, d) elimina por completo o
sustancialmente el uso de insecticidas, €) relaciéon costo/beneficio muy favorable, f) evita plagas
secundarias, g) no provoca intoxicaciones, h) se puede usar con el manejo integrado de plagas, i)

una vez establecido se requiere poco cuidado o mantenimiento (Bhatkar, 2003).

Entre las desventajas se tienen: a) se requiere de tiempo y dinero para encontrar un enemigo
natural susceptible de ser utilizado como controlador bioldgico, b) falta de apoyo econdémico por parte
de organismos gubernamentales para aplicarlo en gran escala, c) carencia de personal
especializado, d) poca disponibilidad, e) al principio puede requerir una inversion econémica alta, f)
dificultad para aplicarlo en complejos de plagas, g) los agentes de control bioldégico son muy
susceptibles a los plaguicidas, h) los enemigos naturales se incrementan con retraso en comparacion
a las plagas que atacan, por lo cual, ho proveen la supresién inmediata que se obtiene con los
insecticidas, i) los resultados del control bioldgico no son espectaculares, y por lo mismo el agricultor
tiene temor de perder su cosecha, j) Existe un riesgo inherente de que el controlador biolégico pueda
atacar especies no-blanco y k) no existen enemigos naturales adecuados para todas las plagas
(Bhatkar, 2003; Vincent et al., 2007).

La necesidad de introducir alternativas de control ambientalmente seguras, asi como el
empleo restringido de los productos quimicos, impulsé el desarrollo de insecticidas biolégicos para el
control de langosta y saltamontes (Prior y Greathead, 1989; Milner y Prior, 1994; Jenkins et al., 1998;
Hunter et al.,, 2001). Siendo una de las alternativas el uso de hongos entomopatégenos,

principalmente los del género Metarhizium.

1.8 Hongos del género Metarhizium

Hasta el afio 2000 la clasificacion de Metarhizium estaba basada en caracteres morfologicos y fue
revisada por Tulloch (1976) quien sdlo aceptaba M. flavoviride y M. anisopliae, este ultimo con dos

variedades, var. anisopliae de esporas cortas y var. majus con esporas largas. M. album descrito por
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Petch (1931) fue revisado por Tulloch y considerado como un espécimen inmaduro de M. anisopliae.
Petch (1931) también describié M. brunneum, pero Latch (1965) concluyé que se trataba de un
sinbnimo de M. anisopliae a lo que Tulloch (1976) estuvo de acuerdo, y se especuld que M.
brunneum podria tratarse de un mutante natural. Rombach y colaboradores (1986) revisaron la
condicion de M. flavoviride e incluyeron la var. minus, la cual fue nuevamente revisada en 1987
(Rombach et al., 1987) y promovida a M. album, la cual habia sido tratada como sinébnimo de M.
anisopliae y ahora separada como una especie nueva. Ellos establecieron como criterios
taxondmicos primarios para la delimitacion de especies la forma de los conidios y las células
conididgenas, la presencia o ausencia de una zona subhimenial y el hecho de que los conidios se
adhirieran o0 no lateralmente para formar columnas prisméticas. Le dieron un valor secundario al
color del micelio y los conidios y sugirieron que el tamafio conidial podria ser util en la delimitacién de

especies.

Existen registros de otras especies de este género: Metarhizium pingshaese, M.
cylindrosporae (= Nomuraea cylindrospora; Tzean et al., 1993), M. guizhousense (Guo et al., 1986;
Shimazu, 1989) y M. taii (= Cordyceps taii Liang et al., 1991). Todas estas especies fueron descritas
en China y Japén, pero no se conoce que alguna esté depositada en colecciones donde puedan ser

analizadas (Driver et al., 2000).

Entre los estudios mas relevantes de taxonomia molecular se encuentra la revision del
género Metarhizium por Driver et al. (2000). Ellos se basaron en el analisis filogenético de datos de
secuenciacién de las regiones ITS 28S y D3 del ADN ribosémico, patrones de RAPD-PCR (utilizando
seis oligonucledtidos) y caracteristicas fenotipicas como termotolerancia y tamafio de los conidios de
123 cepas, de diferentes regiones geograficas y hospederos. El analisis filogenético agrupé a los
aislamientos estudiados en 10 clados taxondmicos. Las cepas se agruparon en su mayoria en M.
anisopliae y se reconocieron cuatro variedades: var. anisopliae (clado 9), var. majus (clado 10), var.
lepidiotum (clado 8) y var. acridum (clado 7). De las cuales, las dos primeras variedades ya habian
sido descritas en la clasificacion del género Metarhizium utilizando caracteres morfoldégicos, mientras
gue las variedades lepidiotum y acridum son variedades nuevas con base en la secuencia de las
regiones ITS. M. album (clado 1), M. flavoviride var. flavoviride (clado 6) y M. flavoviride var. minus
(clado 5) fueron reconocidas y redefinidas. Se observaron dos variedades nuevas, M. flavoviride var.
novazealandicum (clado 3) y M. flavoviride var. pemphigum (clado 4). Un nuevo clado fue formado
por M. flavoviride tipo E (clado 2), el cual debe ser estudiado de nuevo por presentar caracteristicas

diferentes de los demés clados. M. flavoviride fue redefinido en M. anisopliae var. acridum. Los
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resultados también mostraron que entre especies la divergencia de los nucle6tidos en la regiéon ITS
se encuentra en un intervalo de 14-18 %, mientras que a nivel de variedad se sitian en menos del 5
%.

Bischoff y colaboradores (2007) realizaron un nuevo estudio que empleaba otros marcadores
moleculares e incluian secuencias parciales de dos subunidades de la ARN polimerasa Il y
adicionaron una nueva especie al género: M. anisopliae var. frigidum. Los mismos autores
complementaron el estudio con secuencias adicionales de otros genes, junto con el analisis de la
morfologia de otros aislamientos, y propusieron elevar a rango de especies a M. anisopliae, M.
guizhouense, M. pingshaense, M. acridum stat. nov., M. lepidiotae stat. nov. y M. majus stat. nov.
Adicionalmente, describieron como especies nuevas a M. globosum, M. robertsii, resucitaron el
nombre de M. brunneum y mostraron que M. taii es un sinénimo de M. guihouense (Bischoff et al.,
2009) .

La adopcion del nombre M. acridum ha sido paulatina y aun es posible encontrar articulos
recientes que utilicen el nombre anterior de M. anisopliae var. acridum. Por ello y para reducir la
posible confusién derivada del manejo de estos nombres, se tomé la decisién en esta tesis de
uniformar los nombres como M. acridum, aunque el autor original lo hubiera referido como M.
anisopliae var. acridum (en las referencias se coloca la cita textual). Otro detalle relativamente
frecuente en citas anteriores a 2007 es que algunos autores no colocaban la variedad y se referian
Unicamente al hongo como M. anisopliae, lo que podia indicar cuatro variedades: anisopliae,
acridum, lepidiotum y majus; en estos casos soOlo se utilizaron referencias que indicaran control
bioldgico de acrididos, ya que la variedad anisopliae es especifica de hemipteros y las variedades
lepidiotum y majus son poco utilizadas, no obstante, en la tesis se mantuvo el nombre de M.
anisopliae debido a la incertidumbre de la variedad de que pudiera tratarse, y el mismo caso se
presenta en la coleccion de entomopatdégenos del Centro Nacional de Referencia de Control

Bioldgico (ver a continuacion).

En cuanto a las especies de hongos entomopatdégenos que se han reportado en México,
hasta mayo de 2010 se tenian las siguientes descritas y almacenadas en la coleccién de
entomopatégenos del Centro Nacional de Referencia de Control Biologico (SENASICA-INFOMEX,
2010) (cuadro 1).
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Cuadro 1. Aislamientos de hongos entomopatégenos de acuerdo al sitio donde fueron colectados.

Origen Especie ‘ NUmero de aislamientos
_ Metarhizium acridum 35
Colima _
M. anisopliae 11
Guanajuato M. anisopliae 1
Jalisco M. anisopliae 14
_ M. anisopliae 1
Michoacan — -
Metarhizium acridum 2
Nayarit M. anisopliae 2
Oaxaca M. anisopliae 2
San Luis Potosi M. anisopliae 5
Tamaulipas M. anisopliae 1
Tomatlan (estado no M. anisopliae 1
especificado)
Veracruz M. anisopliae 7
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1.9 Metarhizium acridum

Metarhizium acridum es un hongo mitospdrico, que en medio de cultivo sélido presenta colonias de
color amarillo o verde olivo pulverulentas (Fig. 16), con micelio aterciopelado formando conidios a
partir de células especializadas llamadas fialides, mientras que en cultivo sumergido forma micelio
agrupado en pelotillas, que consisten en una colonia esferoidal desarrollada en un cultivo liquido,
particularmente en un cultivo con agitacion y células aisladas (Fargues et al., 2001). Los conidios son
elipsoidales de 7-9 x 4.5-5.5 um, enteroblasticos y producidos en sucesién basipeta, dispuestos en
columnas que se forman por la agrupacion de conidiéforos en forma de candelabro (Fig. 17; Samson
et al., 1988)

Fig. 16. Colonia de M. acridum de 9
dias a 28°C en medio Saburoud. Fig. 17. Conidi6foro de M. acridum en forma de
candelabro con conidios organizados en cadenas.

El hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae, por su parte, se describe como un hongo
mitosporico, lo cual significa que pertenece a una agrupacién artificial de hongos, que constituye el
segundo grupo méas grande de estos organismos (15,000 especies), y también se conocen como
Deuteromicetes, Fungi Imperfecti, Deuteromycotina, hongos imperfectos, hongos asexuales u
hongos conidiales. Se les llama hongos mitospéricos porque se reproducen asexualmente o
parasexualmente por mitosis 0 supuesta mitosis (no han sido correlacionados con ningun estado
meidtico). Muchos han sido correlacionados con teleomorfos en los Ascomicetes y Basidiomicetes,
de manera que los hongos mitospéricos se pueden calificar como anamorfos o estados anamorficos
de esos grupos. Son hongos conidiales que carecen de un medio de reproduccion sexual (aunque
manifiestan el fendmeno de parasexualidad); representan los estados asexuales de Ascomicetes y
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Basidiomicetes, de hecho, Metarhizium anisopliae por sus caracteristicas miceliares corresponderia
a un ascomiceto mitospérico. Anteriormente, estos hongos eran considerados como una sola clase
taxonémica (Deuteromycetes), y como Fungi Imperfecti; en algunas clasificaciones eran
frecuentemente separados en tres clases, Blastomycetes, Hyphomycetes y Coelomycetes, de la
subdivisiébn Deuteromycotina. Exceptuando la familia Agonomycetaceae (antes considerada como el
orden Mycelia sterilia) de la antigua clase Hyphomycetes, cuyos representantes tipicamente carecen
de esporas de cualquier indole y sélo se propagan por fragmentacion al azar del micelio vegetativo o
por medio de esclerocios, todos los demas se reproducen por medio de esporas especiales

conocidas como conidios (Ulloa y Hanlin, 2002).

Un conidio es una espora asexual, no mévil, usualmente formada en el apice o en la parte
lateral de una célula fértil especializada llamada célula conididbgena. Estos conidios, dependiendo de
la especie, se producen en diversos momentos, pero es norma general que los conidios se
produzcan en mayor cantidad cuando las condiciones ambientales sean poco favorables, de lo
contrario se favorece la produccion de micelio sobre la conidiogénesis (Herrera y Ulloa, 1998; Ulloa y
Hanlin, 2006).

En 1991 se describié un teleomorfo para Metarhizium taii que resultd ser Cordyceps taii, lo
cual colocaria al género Metarhizium dentro de la familia Clavicipitaceae de la clase Sordariomycetes

del filum Ascomycota (Liang et al., 1991)

1.9.1 Proceso de infeccién

De manera general el proceso inicia cuando los conidios de estos hongos caen sobre la cuticula de
un hospedero favorable, entonces ocurre la adhesién y germinacién, desencadenandose procesos
de reconocimiento y produccién de enzimas que facilitan la invasién. Los hongos entomopatégenos
invaden directamente a través del exoesqueleto, sin embargo, la infeccién suele ocurrir a menudo
entre las partes bucales, membranas intersegmentales o a través de los espiraculos, sitios donde
existe alta humedad que promueve la germinacion de las esporas y facilita la penetracion. Se
considera que estos organismos actlian por contacto, ya que las unidades infectivas (conidios) se

adhieren a la superficie de la cuticula (Fig. 18) a través de fuerza hidr6fobas (Alatorre, 2005) .
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Fig. 18. Fotomicrogl'a electronica de barrido de conidios sobre la
cuticula de la termita Heterotermes tenui.

Una vez en contacto con la cuticula, el hongo produce un tubo que empieza a deslizarse
sobre ella buscando puntos que facilitan su penetracion (Fig. 19a). La penetraciéon es ayudada por la
formacion de células apresoriales que ejercen presion fisica sobre el exoesqueleto. En el caso de
Metarhizium el apresorio utiliza para su formacién altas concentraciones de energia en las que se
involucra directamente AMPc e iones de Ca*?. El hongo, al atravesar la epicuticula, forma placas que
van invadiendo y destruyendo los diferentes estratos. En la degradacion de la cuticula intervienen

enzimas como proteasas y quitinasas (Fig.19d).

()

Fig. 19. (a) Fotomicrografia electrénica de barrido mostrando el tubo germinativo (GT) y apresorios
(AP) desarrollado a partir de un conidio (CO). (d) Detalle de la degradacion enzimética (ED) realizada
por una hifa. Ambas fotos fueron tomadas sobre la cuticula de Boophilus microplus.

Una vez dentro del hemocele el hongo realiza la colonizacion por medio de blastosporas
(desarrollo de tipo levaduriforme) y por el micelio (Fig. 20). Este crece abundantemente en la
hemolinfa y provoca la muerte del hospedero debido a una combinacion de dafios mecénicos
(producidos por el crecimiento del hongo), por desnutricion (durante su desarrollo el hongo utiliza los
azucares y proteinas presentes en la hemolinfa) y por la accién de metabolitos secundarios o toxinas
(Alatorre, 2005).
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Fig. 20. Fotomicrografia de un corte longitudinal de la cuticula de Boophilus microplus

tefiido con acido perioddico de Schiff, mostrando numerosas hifas (H) en la cuticula (capa

superior) y en tejidos adyacentes.

Poco después de la muerte del insecto hospedero, el hongo completa su desarrollo, emerge
del cadaver y ocurre la esporulacién o conidiogénesis (Fig. 21). Esto permitira la transmision vertical
u horizontal de la infecciéon dentro de la poblacion de insectos. La presencia de esporas resistentes
producidas en el interior del cuerpo del insecto permite la sobrevivencia del hongo por largos

periodos en condiciones adversas (Alatorre, 2005).

Fig. 21. Fotomicrografia electronica de barrido mostrando micelio de Metarhizium emergiendo
del interior del cuerpo de la termita Heterotermes tenui (izquierda) y detalles de la
conidiogénesis (derecha).
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1.9.2 Uso de M. acridum como controlador biol6gico

Durante el desarrollo del programa de control biolégico de langosta y chapulines en Africa
(LUBILOSA, Lutte Biologique contre les Locustes et Sauteriaux), M. acridum (anteriormente
clasificado como M. flavoviride) fue el entomopatégeno mas comun y con mayor dispersion en
poblaciones de acrididos (Moore, 2008). A fines de los afios 90, el hongo fue aislado en Brasil,
Madagascar (Goettel et al., 1995) y México (Hernandez-Velazquez et al., 1997). Estudios posteriores
demostraron que este hongo posee alta virulencia contra S. gregaria (Sieglaff et al., 1997, 1998;
Blanford y Thomas, 2001).

Numerosas investigaciones se han enfocado a la evaluacion de la virulencia de diversos
aislamientos de este hongo, asi como su factibilidad de uso como agentes microbianos atiles (Driver
et al., 2000). El resultando de ello es un biopesticida comercial de nombre Green Muscle®, que
demostré ser efectivo contra la langosta del desierto (Schistocerca gregaria), la langosta roja
(Nomadacris septemfasciata) y otras especies de saltamontes africanos (Kooyman et al., 2003;
Aston, 2004). Investigaciones posteriores en Australia con diferentes aislamientos dieron origen a
Green Guard®, un biopesticida comercial, efectivo contra la langosta australiana (Chortoicetes
terminifera), la langosta migratoria (Locusta migratoria) y varias especies mas (Hunter, 2005; Zhang
y Hunter, 2005).

La eficacia del hongo para controlar la plaga de la langosta ha sido evaluada en distintas
ocasiones y lugares como Africa (Lomer et al., 2001), Australia (Hunter et al., 2001; Hunter, 2005)
Brasil (Magalhdes et al.,, 2001) y México (Hernandez-Velazquez et al., 2000), demostrando su

efectividad en todos esos lugares.

En México se ha trabajado desde principios de la década de los 1990 en la busqueda de
entomopatdgenos potencialmente Gtiles para el control biol6gico de la langosta y se ha demostrado
gue ésta es susceptible de ser atacada por el hongo Metarhizium acridum. En el afio 2000 se
comenzo a utilizar en la realizacion de algunas pruebas de efectividad (Herndndez-Velazquez et al.,
2000).
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El Centro Nacional de Referencia de Control Biologico (CNRCB), en Colima, lleva a cabo un
programa de caracter regional y nacional contra insectos plaga de importancia econémica, donde se
evaltuan aislamientos del hongo M. acridum (SENASICA-INFOMEX, 2010). Asimismo, en el estado
de Campeche se evalué el aislado MaPL40 del hongo en diferentes dosis y tipos de formulaciones,
observandose una disminucién en la poblacion de ninfas de S. piceifrons piceifrons (Poot, 2000).

En 2009 se trabajo en la implementacion del control microbiano de langosta con M. acridum
dentro de un programa de Manejo Integrado de la Langosta en Yucatan, Tamaulipas, San Luis
Potosi y Veracruz, para lo cual el Laboratorio de Produccion de Hongos Entomopatégenos del
Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Guanajuato, ubicado en Irapuato, Guanajuato, produjo
formulado del hongo, bajo la tecnologia transferida por el CNRCB, para ser aplicado en 20,000 ha
(SENASICA-INFOMEX, 2009).

Durante el afio 2011 se aplicé formulado de M.acridum durante los meses de julio, agosto,
septiembre, octubre y noviembre, en 369 ha de 2103 ha con problemas de langosta (18 % del total,
el resto correspondié a control quimico) en los estados de Yucatan y Campeche. Durante el afio
2012 se utilizé también en Campeche y Yucatan, pero solamente en 149 ha de las 2,731 ha en las

gue se aplicaron medidas de control contra la langosta (5 % del total) (SENASICA, 2012c).

Respecto al chapulin, en 2011 se utiliz6 M. acridum en 5656 ha, de un total de 38,830 ha
(14.5 % del total) en los estados de Chihuahua, Guanajuato y Tlaxcala. Para 2012 se aplicé en los
mismos estados en 7,512 ha de un total de 54,056 ha con problemas (14 %) (SENASICA, 2012d)

Por lo anterior, es evidente que el control biolégico con M. acridum, aungque no sea la medida
de defensa principal, se ha constituido como una alternativa importante para el manejo de plagas y

por ello deben profundizarse los estudios biol6gicos de este agente microbiano.

1.9.3 Persistencia y viabilidad

El control biolégico es una alternativa favorable para el control de plagas agricolas; sin embargo, se
requiere de amplios estudios multidisciplinarios sobre aspectos genéticos, fisiologicos y biolégicos,
entre otros, de los organismos utilizados en dicho control para poder llegar a formulados eficientes

para la aplicacion en el campo agricola y que sean inocuos para el hombre, los animales y el
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ambiente. Uno de estos aspectos, que ha sido poco estudiado, es la persistencia del hongo, que se
entiende como la duracion de organismos viables en el ambiente después de que han sido
aplicados. En este sentido, el micoinsecticida puede ser transferido por tres vias al insecto blanco: a)
impacto directo con las gotas asperjadas; b) infeccién secundaria por residuos de la aspersion en
vegetacion y/o suelo, y c) transmisioén horizontal del patégeno o ciclo secundario (Bateman et al.,
1998).

Cuando los insectos son impactados directamente por la aspersion, es de poca importancia la
persistencia de las esporas (Jenkins, 1996); sin embargo, si lo es en la contaminacién por residuos
en vegetacion y suelo y esta ruta de infeccién puede ser fundamental en el éxito de la aplicacion, la
cual depende en gran medida de la formulacion y los factores abiéticos que debe tolerar el formulado
como son la temperatura, humedad relativa e intensidad de luz (Moore et al., 1992; Bateman et al.,
1993; Morley-Davies et al., 1996). Diversos estudios con M. acridum han mostrado diferentes niveles
de virulencia del hongo. También se ha observado que estos mismos factores influyen en el

crecimiento normal del hongo y en su virulencia hacia el insecto (Matthew y Jenkins, 1997) .

Otro aspecto critico que no ha sido evaluado aun y que pudiera tener gran importancia es la
persistencia y viabilidad en el aire de esporas de M. acridum después de haber sido asperjado el
formulado. La mayoria de los estudios se han enfocado en la capacidad del hongo de atacar a una
especie de insecto en particular y pocos se han dirigido en determinar el destino del hongo una vez
asperjado, y entre éstos, la metodologia predominante consiste en enterrar inéculos en campos
experimentales controlados y cuantificar el porcentaje de ellos que permanecen viables y capaces de
infectar al insecto estudiado (Kaaya et al., 1996; Vaenninen et al., 2000; Hu y St Leger, 2002; Ekesi
et al., 2005).

Es complicado extrapolar estos resultados a las regiones agricolas, ya que éstas son
ecosistemas dinamicos en los que hay flujos constantes de materia y energia, interacciones diversas
entre especies, aunado al efecto de la actividad humana. Se sabe, por ejemplo, que las zonas de
cultivo son altamente perturbadas debido a los procesos de cosecha, y las comunidades de hongos
entomopatégenos en suelos arables son diferentes de las comunidades de habitats menos
perturbados (Steenberg et al., 1995; Bidochka et al., 1998; Meyling y Eilenberg, 2006).

La importancia de la persistencia puede ser abordada desde dos puntos de interés: en uno de

ellos se busca que el hongo tenga una duracion limitada en el tiempo que minimice posibles
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aspectos perjudiciales a especies no-blanco; en el otro, se busca que el hongo persista el mayor
tiempo posible para que se reduzca la necesidad de aspersiones continuas (Zimmermann, 2007).
Por ello es importante determinar la persistencia de M. acridum en las zonas donde se aplica de
manera regular, ya que esto permite conocer con mayor precision la dindmica poblacional del hongo
y de esta forma tomar las medidas adecuadas ante su posible aumento o disminucion en un
momento dado. El muestreo ambiental para el monitoreo de agentes entomopatogénicos mediante
técnicas moleculares basadas en PCR, junto con técnicas de cultivo, proveen las herramientas
necesarias para llevar a cabo esta tarea (Castrillo et al., 2007).

1.9.4 Factores abidticos que afectan la viabilidad de M. acridum

El crecimiento y supervivencia de los hongos estan determinados, en primer lugar, por los factores
abidticos, principalmente temperatura, radiacion solar y humedad. Otros factores meteorologicos,
como la lluvia y el viento, contribuyen a la eficacia y dispersion de los entomopatégenos en campo,
pero el impacto del clima en la efectividad de M. acridum no ha sido ampliamente estudiado, y debe
hacerse hincapié en que la mayoria de los datos obtenidos acerca de los factores abi6ticos han sido
adquiridos de pruebas de laboratorio, por lo tanto, los datos obtenidos deben contrastarse con
pruebas en campo e investigarse mas a fondo las interacciones entre los diversos paradmetros

meteorologicos (Ignoffo, 1992; Inglis et al., 2001).

1.9.4.1 Temperatura

La temperatura actlia no solo en la germinacién de las esporas de hongos y en el desarrollo de las
hifas, sino también en la velocidad y cantidad de la esporulacion (Benz, 1987). La temperatura
ambiental en la mayoria de los agroecosistemas se sitla en un intervalo entre 10 y 40 °C durante la
estacion de crecimiento (Ignoffo, 1992). Varios estudios han determinado que M. acridum no se ve
adversamente afectado por la mayoria de las temperaturas situadas en este rango. La temperatura
optima de crecimiento para M. acridum es de 28-30 °C, con algun grado de crecimiento observado
entre los 15 y 30 °C, pero esto varia de acuerdo con el origen y tipo de aislamiento (Welling et al.,
1994). Una comparacion de aislamientos de Australia y México (Milner et al., 2003a) demostré que
los aislamientos estudiados exhibieron un crecimiento éptimo a 28 °C sobre Sabouraud-Dextrosa-

Agar (SDA), pero se encontraron diferencias significativas en las tasas de crecimiento, siendo uno de
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los aislamientos mexicanos el que mas rapido crecia, ademas, este mismo aislamiento era el Unico

capaz de producir conidios por encima de los 35 °C.

Otros estudios se han enfocado en la tolerancia térmica de formulaciones oleosas de M.
acridum. McClatchie y colaboradores (1994) observaron un ligero descenso en la germinacion de
conidios de una formulacion oleosa que fueron expuestos a 60 °C por 5 h. Incluso después de 5 h a
80 °C el 10 % de los conidios expuestos fueron capaces de germinar. Almacenados a 55 °C durante
6 semanas mostraron un 20 % de viabilidad. Morley-Davies et al. (1996) demostraron tasas de
germinacion mayores al 75 % después de 90 dias de almacenaje a temperaturas entre -10 a 40 °C

para Green Muscle®, en el caso de formulaciones secas y oleosas.

Estudios adicionales han investigado los efectos de regimenes fluctuantes de temperatura
sobre la virulencia en bioensayos de acrididos. Inglis et al. (1999) determinaron un tiempo letal medio
de 4.8 dias para ninfas de saltamontes infectadas con un aislamiento brasilefio de M. flavoviride bajo
un régimen de 20/30 °C (fotoperiodo 12 h:12 h), comparado con los 5.4 dias para los incubados a 25
°C de manera constante. Ambos esquemas produjeron casi 80 % de colonizacién externa en
cadaveres, comparado con 24 % de colonizacion externa para ninfas que habian sido incubadas
bajo un régimen de 10/40 °C (fotoperiodo12 h/12 h).

1.9.4.2 Radiacion Solar

Ignoffo (1992) declar6é que la luz solar es el factor ambiental mas destructivo que afecta la
persistencia de los entomopatdgenos. Se ha determinado que longitudes de onda en el intervalo de
los 285 a 315 nm (UV-B) son las mas dafinas para los hongos. Morley-Davies y colaboradores
(1996) expusieron formulaciones oleosas de conidios de M. flavoviride a luz solar simulada durante
24 h (hasta alcanzar una temperatura de 40 °C), para tener condiciones aproximadas a las del
ecuador. El impacto en la germinacion de conidios fue severo, con la germinacién reducida a 28.6 %.
Después de sélo 8 h la germinacién decliné a 39.4 %. Fargues et al. (1996) encontraron resultados

similares, con tasas de germinacién del 11.1 % después de 8 h de radiacion.
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1.9.4.3 Humedad

El agua libre es un elemento critico para la germinacién de esporas y la esporulacion. Mientras que
la disponibilidad del agua en el microclima de la cuticula del hospedero es crucial para la
germinacion de los conidios, la conidiogénesis sobre los cadaveres de insectos es altamente
dependiente de la humedad atmosférica circundante. Ibrahim et al. (1999) determinaron que los
conidios de M. anisopliae requerian humedad relativa mayor al 98 % para germinacion. El tipo de
formulacion (acuoso u oleoso) no influia en este requisito. Ellos también demostraron la habilidad del
agua de difundirse del hemocele, a través de la cuticula hacia la superficie, presumiblemente a
través de canales en los poros. Otros investigadores, (Magalhdes et al., 2000), observaron que M.
acridum esporulaba internamente dentro del saltamontes Rhammatocerus schistocercoides bajo
humedades relativas de 53 y 75 %. Fargues et al. (1997) encontraron que un intervalo de 13 a 100 %
de humedad relativa no tuvo efecto en la mortalidad acumulativa, micosis acumulativa o tiempo letal
medio en langostas tratadas con M. flavoviride. Un tiempo letal medio de 5 dias fue establecido por
Bateman et al. (1993) para langostas inoculadas con formulaciones oleosas de M. flavoviride e

incubadas bajo humedad relativa del 35 %.
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[I. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar la persistencia y la viabilidad de Metarhizium acridum en el ambiente de zonas rurales a
lo largo de un ciclo anual, después de ser aplicado como agente microbiano para el control biolégico

de la langosta Schistocerca piceifrons piceifrons, y el chapulin Sphenarium purpurascens.

2.2 Objetivos Particulares

a) Desarrollar métodos adecuados para la deteccion molecular de esporas del hongo Metarhizium

acridum obtenidas del aire, del suelo y de la vegetacion.
b) Cuantificar las concentraciones de Metarhizium acridum, una vez que ha sido aplicado como
agente de control biolégico en zonas rurales, y correlacionarlo con cambios en los parametros

atmosféricos, y fisicoquimicos del suelo.

c) Establecer recomendaciones para el uso adecuado y eficiente del hongo en zonas rurales para

lograr un control eficiente de langostas y chapulines.
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2.3 Justificacién

En México, una de las plagas de insectos mas devastadoras es la de la langosta (Schistocerca
piceifrons piceifrons), y en menor escala la de los chapulines (principalmente de los géneros:
Sphenarium, Melanoplus, Brachystola, Boopedon, Idiarthron y Taeniopoda). Sus efectos se
extienden por numerosos estados de la Republica y generan cuantiosas pérdidas econdmicas, lo
gue obliga al uso, y en ocasiones abuso, de plaguicidas quimicos que poseen evidentes propiedades
toxicas. La utilizacion de hongos entomopatdgenos como agentes microbianos para el control
biolégico representa una alternativa viable para el combate de ortépteros, como la langosta y los
chapulines. El empleo de este hongo como agente microbiano ha sido utilizado en México desde
hace tiempo; sin embargo, aun falta por conocer aspectos bioldégicos importantes como la
persistencia y la viabilidad, después de que éste ha sido aplicado en campo. Esta informacién
incidira directamente sobre un mejor control bioldgico de estos insectos dafiinos, promoviendo una
agricultura moderna que no contamine el ambiente y no afecte la salud del hombre, de los animales
y de la vegetacién, como ocurre con la aplicaciéon indiscriminada de insecticidas quimicos no

selectivos.

2.4 Hipotesis

Se detectara la presencia y viabilidad de Metarhizium acridum en el ambiente de la zona de estudio,

durante un ciclo anual, después de ser asperjado como controlador biolégico de ortépteros.
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[ll. ANTECEDENTES

Para determinar la persistencia de un organismo a través del tiempo se requiere contar con métodos
gue permitan establecer si dichos organismos se encuentran viables, las concentraciones que
presentan en el ambiente y la tasa con la que declinan a través del tiempo. Se han desarrollado
diversos métodos de monitoreo para identificar y cuantificar microorganismos y la eleccion del
método depende del nivel de especificidad requerido. En el caso de agentes de control biolégico, un
método que permita discriminar entre diversos aislamientos es necesario si en el ambiente se
encuentran organismos nativos, de lo contrario, la especificidad requerida puede ser menor. Entre
los métodos de monitoreo de control biolégico el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC)
después de dilucion en placa, o el uso de medios semiselectivos o selectivos ha sido utilizado
frecuentemente y con éxito considerable para monitorear el tamafio de poblaciones o agentes
microbianos de control (Donegan et al., 1991; Teixido et al., 1999; Nunes et al., 2008). Este método
por si solo, aunque es simple y barato, estd basado en caracteristicas morfolégicas. Asimismo, el
empleo del microscopio como Unica herramienta para la deteccion de esporas pequefias producidas
por muchos hongos, y del empleo de medios de cultivo inapropiados para su desarrollo, o por no
cultivarse in vitro, han influido en las especies que pueden ser detectadas. Por lo anterior, se han
desarrollado métodos moleculares para el diagndstico de una gran variedad de hongos,
principalmente patdgenos involucrados en enfermedades de plantas (Williams et al., 2001), aunque
ya el potencial de estas técnicas para la deteccion de esporas anemdfilas habia sido reconocido por
MacNeil et al. (1995) y McCartney et al. (1997). Los métodos de deteccidon basados en ADN han
mostrado gran potencial para lograr una deteccion sensible y especifica, como se demostré para
Pneumocystis carinii mediante PCR (Olsson et al., 1996; Wakefield, 1996) y para las esporas de

Stachybotrys chartarum muestreadas del aire, utilizando el mismo método (Haugland et al., 1999).

Investigaciones recientes, desarrollaron, compararon y optimizaron las técnicas de extracciéon
de ADN, y los métodos basados en PCR para la deteccién de esporas de hongos patégenos del aire,
asi como los niveles mas sensibles de deteccion. Asimismo, las esporas de hongos fitopatégenos
colectadas de la atmoésfera de campos agricolas, como Leptosphaeria maculans, Pyrenopeziza
brassicae y Sclerotinia sclerotiorum, fueron detectadas en PCR mediante el uso de oligonucledtidos

especificos (Williams et al., 2001; Caldero6n et al., 2002a y b; Freeman et al., 2002).
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También se han utilizado métodos moleculares para la deteccion de ADN especifico de
diversos hongos en suelo, como Tuber melanosporum (Suz et al., 2006), Paracoccidioides
brasiliensis (Theodoro et al., 2005), Trichoderma harzianum (Rubio et al., 2005) y Colletotrichum
coccodes (Dauch et al.,, 2003), por mencionar algunos, asi como para la deteccion de ADN de
diversos hongos en plantas, como Fusarium oxysporum, Mycosphaerella melonis (Zhang y Hunter,
2005) y Ammophila arenaria (Kowalchuk et al., 2002).

El desarrollo de marcadores moleculares basados en PCR permite la deteccion de
secuencias de ADN especificas y ofrecen la posibilidad de diferenciar aislamientos estrechamente
emparentados de la misma especie (Olive y Bean, 1999). Cuando las secuencias de ADN no estan
disponibles en bases de datos para el disefio de oligonucleétidos de PCR, la busqueda de un blanco
anénimo de ADN ha probado ser exitosa (Williams et al., 1990). La amplificacién aleatoria de ADN
polimérfico (RADP, por sus siglas en inglés) es el método mas usado para distinguir entre distintos
aislamientos de la misma especie debido a su facil uso y alto poder discriminatorio. No obstante, la
reproducibilidad puede ser un problema para la aplicaciéon del método RAPD-PCR, especialmente
para bandas débilmente amplificadas. Como RADP esta basado en el uso de oligonucleétidos cortos
para la amplificacion de ADN genomico bajo condiciones no restrictivas, la carencia de
reproducibilidad se mantiene como uno de sus mayores inconvenientes. No obstante, la
transformacion de oligonucleétidos RADP en oligonucleétidos SCAR (regiones amplificadas de
secuencia caracterizada, SCAR por siglas en inglés) (Paran y Michelmore, 1993) ha permitido una
amplificacién reproducible de un fragmento especifico de ADN (Schena et al., 2002; Loncaric et al.,
2008).

Los marcadores SCARS son reproducibles, especificos y pueden representar un sélo locus
en el genoma, ventajas de las que carecen los marcadores RADP; sin embargo, es crucial durante
su disefio evaluar su capacidad de discriminar entre aislamientos cercanamente emparentados para
evitar la mayor cantidad posible de falsos positivos, situacion que reduce su utilidad (Abbasi et al.,
1999; De Clercq et al., 2003; Pujol et al., 2005; Nunes et al., 2008).

Se han llevado a cabo numerosos estudios de taxonomia molecular empleando la
metodologia de RADP-PCR a ejemplares del género Metarhizium (Cobb y Clarkson, 1993; Fegan et
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al., 1993; Bidochka et al., 1994; Leal et al., 1994, Driver et al., 2000; Bidochka et al., 2001; Hu y St.
Leger, 2002; Cano, 2003), pero fue hasta 2005 que Entz y colaboradores disefiaron los primeros
marcadores SCARS especificos para la deteccion de Metarhizium acridum (Entz et al., 2005) .

En proyectos previos, se ha procedido a la caracterizacion genotipica y fenotipica de
aislamientos de M. anisopliae de México, de la coleccién del Centro de Referencia de Control
Biologico (DGSV, SAGARPA) de Tecoman, Colima, y de la UNAM (Ayala-Zermefio et al., 1999;
Cano-Ramirez et al., 2002; Navarro-Barranco et al., 2002; Toriello y Reyes-Montes, 2002; Toriello et
al., 2003). Los protocolos publicados para PCR de hongos requieren de mdultiples pasos complejos,
disefiados para romper la pared celular, liberar los acidos nucleicos, purificarlos y concentrarlos de
forma conveniente para que la PCR pueda llevarse a cabo. Estos pasos requieren, normalmente, la
transferencia de una muestra entre multiples tubos, separacion de fases o filtraciéon y cada uno de
estos pasos puede reducir significativamente la sensibilidad debido a la pérdida de &acidos nucleicos
e incrementar la probabilidad de contaminacién (McDevitt et al., 2004). Estos problemas pueden no
ser muy serios en casos donde se tengan muestras abundantes y en gran cantidad, pero en el caso
de deteccién de hongos del aire se vuelven criticos, esto debido a que, normalmente, los organismos
se encuentran en cantidades minimas por lo que se requieren equipos capaces de succionar
grandes cantidades de aire, durante largos periodos de tiempo, para lograr colectar cantidades
apreciables de material genético, es por ello que uno de los aspectos cruciales para una

identificacion mediante PCR de particulas aerobiol6gicas es una gran sensibilidad.

Una limitaciéon importante que suele encontrarse en las pruebas de PCR para muestras
ambientales es la presencia de sustancias exégenas, llamadas inhibidores, los cuales son
comunmente encontrados en muestras ambientales. Estos inhibidores pueden interferir con la
amplificacién por PCR (McDevitt et al., 2004; McDevitt et al., 2007). Los inhibidores pueden interferir
con la lisis celular, necesaria para la extraccién del ADN, o causar la falla completa o parcial de la
reaccion de PCR dando lugar a la presencia de falsos negativos, resultado de no detectar acidos
nucleicos que si estan presentes. Los inhibidores pueden provenir de muchas fuentes e interferir con
la PCR en miltiples formas (McDevitt et al., 2007). Wilson (1997) elaboré una lista de diferentes
sustratos e inhibidores asociados a ellos. Pequefias cantidades de &cidos humicos, metales
pesados, constituyentes de células bacteriales, enzimas proteoliticas y altas concentraciones de
ADN no-blanco han sido asociados con la inhibicién de la PCR en matrices ambientales como aire,

suelo, aguas naturales, aguas residuales y sedimentos (Alvarez et al., 1995; Keswani et al., 2005).
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La inhibicion puede ser superada por la adicién a la mezcla de reaccién de compuestos que posean
alta afinidad con el inhibidor, uso de polimerasas termoestables, que suelen ser mas resistentes a los
inhibidores, la dilucion de muestras y el empleo de oligonucleétidos anidados puede facilitar la
amplificacion (Alvarez et al., 1995; Wilson, 1997; Cruz-Perez et al., 2001; Haugland et al., 2002).

La mayoria de los métodos de deteccién de hongos basados en PCR no son facilmente
adaptables para su uso en campo, por lo que se requiere de técnicas especializadas que cubran los
aspectos de un muestreo adecuado, extraccion y purificacion de ADN que evite al maximo la pérdida
de material genético, y finalmente una reaccion de PCR especifica y sensible, asimismo la aplicacion
de técnicas moleculares de deteccion resulta util y rapida para la deteccion de esporas de hongos
gue son transportadas en el aire y que pueden ser fuentes potenciales para la dispersion de

epidemias o para su control.

En cuanto a la persistencia de especies del género Metarhizium, Hu y St. Leger (2002)
encontraron que ejemplares recombinantes de M. acridum aplicados en suelos de zonas templadas
decaen en su concentracion inicial de 10°/g de suelo a 10%g de suelo al cabo de unos meses,
excepto en la zona de la rizésfera donde se mantienen las concentraciones iniciales. Milner et al.
(2003b) evaluaron la persistencia de formulaciones comerciales de M. anisopliae, variedades
anisopliae y lepidotonium, aplicadas en campos de cultivo de cafia de azlcar australianos y
encontraron que mantuvieron su persistencia en el suelo durante 3.5 afios; similar a lo reportado por
Vaenninen et al., 2000), cuando evaluaron la persistencia de aplicaciones de M. anisopliae en zonas
de cultivo finlandesas (con nieve en invierno), descubriendo que muestras de suelo de estas zonas
son capaces de infectar a larvas de Tenebrio sp. hasta 3 afios después de ser aplicadas. También se
sabe que M. anisopliae tiene la capacidad de mantenerse viable en arena estéril hasta 8 meses a 25

°C (Kaaya et al., 1996), y 183 dias en suelo de zonas de cultivo (Ekesi et al., 2005).

La persistencia en la cubierta vegetal ha sido poco estudiada. La viabilidad de M. acridum en
la cubierta vegetal es muy susceptible a las condiciones ambientales, tal como lo demostraron
Inyang et al. (2000) al simular lluvia y encontrar reducciones importantes en la viabilidad de las
esporas. Hunter et al. (2001) reportaron que la persistencia de M. acridum se mantuvo cerca de 7

dias en la vegetacion en zonas australianas plagadas con Chortoicetes terminifera (Orthoptera:
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Acrididae). Moore y colaboradores (1996) reportaron que la vida media de conidios sobre vegetacion
tratada fue de 4.3 dias.

Respecto a la persistencia de esporas de M. acridum en el aire no hay estudios que la
evalien. En cuanto a Metarhizium anisopliae (sin especificar variedad), s6lo se ha publicado un
estudio. Darbro y Thomas (2009) evaluaron la persistencia de conidios de Metarhizium anisopliae en
ambientes cerrados (con el objetivo de evaluar su efectividad contra mosquitos vectores de malaria y
dengue) y encontraron que los aislamientos usados por ellos mantuvieron su viabilidad sélo por una
semana, y ademas, las concentraciones iniciales decayeron de 7,000 conidios/m®a 500 condios/m®
en solo 48 h.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Zonas de estudio

La evaluacion de la persistencia y viabilidad de las esporas asperjadas como controlador bioldgico
de langostas y chapulines se realizé en dos poblados: Tizimin, Yucatan y San Mateo Coatepec,
Puebla.

4.1.1 Tizimin

Tizimin (21°09" N 88°09' O) (Fig. 22) es una pequefia ciudad en el noreste del estado de Yucatan con
grandes poblaciones de langostas. Se encuentra ubicada a 160 Km al este de la capital, Mérida, a
200 km al oeste de la ciudad de Cancun, asi como a 42 km al sur de Rio Lagartos. El clima es calido
y himedo, con temperaturas promedio de 25.8 °C, con una precipitacion promedio anual de 1084

mm? y fuerte actividad ganadera (Ayuntamiento-Tizimin, 2007).

Durante noviembre del 2005 se realizaron dos visitas para evaluar la factibilidad del estudio y
gracias al apoyo de la Junta Local de Sanidad Vegetal fue posible dejar funcionando el muestreador
[trampa de esporas Hirst (Burkard) durante 6 meses aproximadamente]. Sin embargo, los problemas
de carcter técnico, asi como la lejania de la zona, hicieron recomendable la busqueda de un nuevo
lugar donde realizar el estudio, siendo elegido para este propédsito el poblado de San Mateo
Coatepec, Puebla, no obstante, no dejaran de reportarse algunos resultados obtenidos en esta

localidad.

49
Fig. 22. Ubicacion de Tizimin, Yucatan.



4.1.2 San Mateo Coatepec

San Mateo Coatepec (Fig. 23) es una pequefa localidad perteneciente al municipio de Atzitzihuacan,
Puebla. Se localiza en la parte centro oeste del estado. Sus coordenadas geograficas son
18°48'33.45"N y 98°39'10.82"0. Posee una poblacién de aproximadamente 2,000 habitantes que se
dedican principalmente a actividades agricolas, entras las que sobresalen el cultivo de maiz (Zea
mays), frijol (Judiaphaseolus vulgaris), calabaza (Cucurbita pepo) y amaranto (Amaranthus
hypochondriacus). El clima es de tipo semicalido, subhiumedo con lluvias en verano, carece de
fuentes de agua cercanas (rios o arroyos) y el tipo de suelo predominante es cambisol
(Ayuntamiento-Atzitzihuacan, 2007).

Desde mediados de los afios 90 la region ha sido infestada por una poblaciéon de chapulines
de la especie Sphenarium purpurascens, que se ha controlado exclusivamente mediante el uso de
plaguicidas quimicos y nunca se ha aplicado el hongo Metarhizium acridum como controlador

biolégico, razones que hicieron de esta poblacién un lugar adecuado para el estudio a largo plazo.

Fig. 23. Ubicacion del poblado de San Mateo Coatepec, Puebla.
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4.2 Estandarizacion de las condiciones de extraccién de ADN de M. acridum

4.2.1 Cultivo de M. acridum

Para este estudio se utilizé el cultivo monospdrico EH-502/8 de Metarhizium acridum (el mismo que
se aplica en campo), el cual se mantuvo en medio Agar-Dextrosa-Papa (ADP) hasta su esporulacion

(a 28°C durante 2-3 semanas de incubacion).

4.2.1 Preparacion de suspensiones de esporas para la extraccion del ADN

Se obtuvo una suspension de conidios de placas de ADP agregando sobre la superficie de la placa 5
ml de Nonidet P40 estéril al 0.1 %. La suspension fue ajustada mediante la cuantificacion de conidios
en la camara de Neubauer, y se hicieron diluciones seriadas log 10'° para usarlas en la extraccion de
ADN.

4.2.3 Obtencién de mechas de algodén inoculadas con M. acridum

Se inocularon mechas de algodén con conidios de M. acridum impregnadas con medio de cultivo
ADP y se mantuvieron a 28 °C durante 3 semanas para realizar los experimentos en un minitinel de
viento (Fig. 29).

4.2.4 Rompimiento de la pared de las esporas

El método usado para el rompimiento de la pared de las esporas y la posterior extraccion del ADN
fue adaptado primero por Williams et al. (2001) y posteriormente por Calderén et al. (2002a). Se
tomaron 250 pl de las suspensiones de esporas y se agregaron a microtubos de 2 ml que contenian
previamente 0.2 g de perlas de vidrio (400 a 455 um de diametro y lavadas con acido clorhidrico).
Los tubos fueron agitados en el equipo FastPrep (Thermo), realizandose pruebas para buscar la
velocidad y el tiempo 6ptimo de agitacion, con el fin de determinar las condiciones mas eficientes
gue permitieron obtener la mayor cantidad de esporas rotas. El ensayo inicid con las condiciones
reportadas por Calderén et al. (2002a), es decir, 2 periodos de 40 s, a 6 m/s' con 2 min de

enfriamiento en hielo entre cada periodo. Se analizaron las suspensiones de esporas resultantes
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bajo el microscopio, para determinar el tiempo y velocidades Optimas en las que se obtuvo el mayor
porcentaje de esporas rotas y su contenido liberado dentro de la suspension.

4.2.5 Extraccion del ADN

A partir de 50 pl de la suspension resultante se purificd el ADN siguiendo el método de Lee y Taylor
(1990) y modificado por Williams et al. (2001), consistiendo en la adicion de 50 pl de amortiguador de
lisis (Tris, EDTA, SDS y B-mercaptoetanol), agitacion en vortex durante 5 s e incubacién a 65 °C por
1 hora. Posteriormente, se adicionaron 100 ul de fenol/cloroformo 1:1, se agit6 nuevamente en vortex
10 s y se centrifugé a 14 000 rpm durante 15 min. La fase acuosa fue transferida a otro tubo que
contenia 60 pl de isopropanol frio, 4 pl de acetato de amonio 6 My 20 ug de glicogeno (Roche). Se
dejaron reposar una hora a -20 °C y después se centrifugaron 15 min a 14,000 rpm. Se descarto el
sobrenadante y el botén se lavé con 100 pl de etanol al 70 % fri6. De nuevo se centrifugd, se elimind
el sobrenadante y el botén de ADN fue resuspendido en 50 pl de agua estéril Milli-Q (Millipore) y 5 pl

de dicha suspension fueron utilizados en la prueba de PCR.

4.3 Deteccion de ADN de M. acridum utilizando oligonucleotidos AB28, TW81, Mac-
ITS-spF y Mac-ITS-spR

4.3.1 Determinacion de la sensibilidad

Para realizar la deteccion de ADN especifico para M. acridum se utilizaron los oligonucle6tidos
especificos desarrollados por Entz y colaboradores (2005). El primer par incluye a los oligos AB28
(5°GTT TCC GTA GGT GAA CCT GC3’) y TW81 (5’ATA TGC TTA AGT TCA GCG GGT3") que
amplifican una regién de longitud variable de ADN ribosdmico comun a todos los hongos, y que es
de 605 pb para M. acridum; y de los oligonucle6tidos Mac-ITS-spF (5°CTG TCA CTG TTG CTT CGG
CGG TAC3Y) y Mac-ITS-spR (5°CCC GTT GCG AGT GAG TTA CTA CTG3") que amplifican una
region de 420 pb exclusiva para M. acridum contenida dentro del producto de PCR de los primeros
oligonucledtidos (esto se hace con el fin de aumentar la sensibilidad final y recibe el nombre de PCR
anidada). Estos oligonucleotidos fueron disefiados a partir de aislamientos diferentes de los que se
utilizan en México, por lo que hubo que probar su sensibilidad. Para la primera PCR (oligonucleétidos
AB28, TW81) cada 25 pul contenian 1.5 Mm MgCl,, 0.025 Mm desoxirribonucleétidos trifosfatados, 10
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pmol de ambos iniciadores, 2.5 unidades de Taq polimerasa y 5 pl de muestra de ADN. Las
condiciones del ensayo fueron: 1 ciclo 94 °C por 5 min, seguidos por 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 55
°C por 1.5 miny 72 °C por 2 min, y un ciclo final de 72 °C por 5 min. Se utiliz6 ADN extraido de M.
acridum de 10°, 10*, 10%, 10%, 10, 1 y O conidios. Para la segunda PCR (oligonucleé6tidos Mac-ITS-
spF, Mac-ITS-spR). Cada 25 ul contenian 1.5 Mm MgCl, 0.025 Mm desoxirribonucle6tidos
trifosfatados, 10 pmol de ambos iniciadores, 2.5 unidades de Taq polimerasa y 1 pl del producto de
PCR obtenido con los oligonucleétidos anteriores. Las condiciones del ensayo fueron: 1 ciclo 94 °C
por 5 min, seguidos por 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 72 °C por 1 min'y 72 °C por 2 min, y un ciclo
final de 72 °C por 5 min.

4.3.2 Deteccion en minitunel de viento con mechas de algodoén inoculadas con M. acridum

Se colocaron las mechas de algodoén inoculadas con esporas de M. acridum dentro de un minitanel
de viento (Fig.24) (construido en el taller mecéanico del Centro de Ciencias de la Atmésfera de la
UNAM). El tanel mide 90 cm de largo, por 15 cm de ancho y 15 cm de altura, y esta unido a una
camara de 35 cm de alto, por 24 cm de largo y 24 cm de ancho, donde se acopla un humidificador
para control de humedad, y situado afuera se encuentra el ventilador eléctrico. Posee

compartimentos para la introduccion y colocacion de muestras.

2 = e T = « « - 4
LIBERACION DE
ESPORAS DE =

Fig. 24. Minitinel de viento.
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A las mechas de algodon se les aplico una corriente de aire de 4 m/s durante 3 periodos de 4
horas (un periodo por dia), tiempo en el cual las esporas liberadas se impactaron en cintas de
celofan impregnadas con una mezcla de vaselina y hexano (1:5), esto con el fin de simular las
condiciones de campo al utilizar la trampa de esporas Hirst (Burkard). Las cintas fueron colocadas
dentro de tubos Eppendorf de 1.5 ml para la extraccion de ADN y su posterior andlisis mediante PCR
y reemplazadas cada dia por cintas libres de esporas.

4.3.3 Deteccion de M. acridum en mezclas de multiples hongos

Una vez determinada la sensibilidad se procedio a verificar su capacidad de detectar ADN de M.
acridum de una mezcla de mdltiples hongos. Para ello, se inocularon mechas de algodon en cajas
Petri con medio ADP y los siguientes hongos: Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger, Cladosporium sp., Alternaria sp., y otros hongos del aire no identificados (se dejaron varias
mechas expuestas al aire por un par de horas). Las cajas se incubaron a 28 °C durante dos semanas
(hasta que esporularon) y las mechas se colocaron en el minitinel de viento junto con otras mechas
inoculadas con M. acridum, y se repitid el mismo procedimiento de los anteriores muestreos en el

minitanel de viento, con la salvedad de que s6lo se cambiaron las cintas durante 2 dias.

Con el fin de optimizar y eficientizar las condiciones de extraccién, se probé si la inclusion del

amortiguador de lisis era necesario para una adecuada extraccion.

4.3.4 Extraccion y deteccion de ADN de M. acridum inoculado en muestras de suelo

Se prepararon una serie de tubos cénicos con tapa de rosca que contenian 200 mg de suelo y 200
mg de perlas de vidrio. A estos tubos se les agregaron esporas de M. acridum para alcanzar
concentraciones de 20 000, 2000, 200, 20. 2 y 0.2 conidios/ pl. Posteriormente, se les adicionaron
400 ul de Nonidet P40 al 0.1 %. Los tubos fueron agitados en el equipo FastPrep (Thermo), con 5
periodos de 40 s, a 6 m/s, con 2 min de enfriamiento en hielo entre cada periodo, para asegurar el
rompimiento de las esporas y los siguientes pasos de la extraccion de ADN fueron los mismos ya
citados, los oligonucledtidos utilizados fueron AB28, TW81, Mac-ITS-spF y Mac-ITS-spR. Como
testigo positivo se utilizé el ADN extraido de 10 000 conidios y como testigo negativo la mezcla de
PCR sin ADN. Las muestras se hicieron por duplicado y a la mitad de los tubos se les agregaron 120

ng de Albamina Sérica Bovina (ASB), con el fin de probar si mejoraba la amplificacién por PCR como
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recomienda Frias de Ledn (2007). El producto de ambas PCR se visualizé mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2 %, tefiido con bromuro de etidio.

4.4 Deteccion de ADN de M. acridum en muestras de campo de Tizimin

4.4.1 Deteccion de M. acridum en aire

Una vez que se probo la capacidad de los oligonucleétidos para detectar el ADN de M. acridum se
procedié a realizar un analisis con ellas en muestras traidas de una zona rural de Tizimin, Yucatan,

donde se aplicé el hongo M. acridum como controlador biolégico de la langosta.

La colecta de esporas del aire se llevé a cabo con una trampa de esporas Hirst (Burkard)
(Fig. 25). Este equipo succiona 10 L de aire por min y puede funcionar 24 h durante los 365 dias del
afo. El muestreador tiene integrado un tambor (Fig. 26) que gira en la direccion de las manecillas del
reloj, sobre el cual se adhiere una cinta de celofan (Melinex), cubierta con una delgada capa de

vaselina con hexano 1:5, donde se impactan las particulas colectadas del aire. Esta cinta se

remueve cada semana y se corta en trozos de 24 mm los cuales corresponden a 24 h de muestreo
(Fig. 27).

Fig. 25. Trampa de esporas Hirst. Fig. 26. Tambor interno de la Fig. 27. Trozo de cinta de celofan
Trampa de esporas Hirst. Melinex.
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Estos segmentos de cinta se colocaron en tubos de 1.5 ml y se sometieron al método de
extraccion y deteccion de ADN, ya indicado. Se hicieron dos visitas a Tizimin durante noviembre del

2005, y el equipo se dejo en un rancho ganadero donde se asperjo M. acridum.

4 .4.2 Deteccion de M. acridum en suelo

Se repitié la extraccion de ADN vy el andlisis por PCR (con las mismas condiciones sefialadas
anteriormente) de muestras de suelo colectadas durante noviembre de 2005 en tres ranchos
ganaderos cercanos a Tizimin, Yucatan. El primero se llama San Isidro, y en ese lugar se habia
asperjado formulado comercial de M. acridum para el control de la langosta durante 2001. El
segundo rancho se llama Santa Martha, y el formulado se aplico en 2004, y finalmente el tercer
rancho se llama X-Campech, y en este se habian realizado 2 aspersiones previas (dos semanas
antes de la recoleccion de las muestras de suelo, con intervalos de una semana entre aspersiones).
En los tres casos la cantidad de formulado aplicado fue de 20 g de esporas (4 x 10* conidios) de M.

acridum suspendidas en 1 litro de citrolina (aceite mineral) suficiente para una ha.

Para la recoleccion de las muestras se quitd la capa superficial de vegetacién y se tomaron

cerca de 100 g de suelo (a una profundidad de 5 cm, aproximadamente).

4.5 Utilizacion de oligonucleétidos OPA-04(526) 1F, IR, y OPA-04(526) 2F, 2R

Aunque los oligonucleétidos desarrollados por Entz y colaboradores (2005) son adecuados para la
deteccién especifica de M. acridum, estan construidos sobre la base de aislamientos diferentes de
los gue se aplican en México, ademas de que pueden dar respuesta positiva para otras variedades y
especies del género Metarhizium (Entz et al., 2005), por ello, y basandose en aislamientos
mexicanos de M. acridum, (los mismos que se aplican en campo) se disefiaron dos pares de
oligonucledtidos especificos para este hongo. El primer par incluye a los oligonucleé6tidos: OPA-
04(526) 1F (5° GGC-TGA-CCG-ACG-AGG-TTA-T 3’) y OPA-04(526) IR (5 GAC-TGA-CGC-AAG-
CTT-CAT-CC 3’), que amplifican una regién de ADN de 461 pb. El segundo par incluye a los
oligonucledtidos: OPA-04(526) 2F (5° GCC-GCA-AGT-TGG-ACT-ACG 3’) y OPA-04(526) 2R (5’
CAA-GCT-TCA-TCC-GGC-ACT-T 3’), que amplifican una regiéon de ADN de 293 pb, que se
encuentran contenidos dentro de la region amplificada por el primer par de oligonucleétidos, es decir,

son oligonucleétidos disefiados para trabajar en conjunto usando una técnica de PCR anidada.
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4.5.1 Estandarizacion de las condiciones de PCR para los oligonucletdtidos OPA-04(526) 1F, IR, y
OPA-04(526) 2F, 2R y determinacion de la sensibilidad

Se probaron diferentes condiciones de PCR para estos oligonucleétidos con el fin de encontrar las
Optimas. Para ello, se hicieron modificaciones a las siguientes condiciones base: cada 25 ul de
mezcla de reaccibn de PCR contenian 2.5 mM MgCl, 0.200 mM de desoxirribonucleétidos
trifosfatados (DNTP’s) (Bioselec), 10 picomoles de ambos iniciadores, 1.5 unidades de Taq
polimerasa (Biogénica) y 5 pul de muestra de ADN, correspondiente a una concentracion de 2,000
conidios/ul (es decir, el ADN de 10,000 conidios). Las condiciones del ensayo para ambas PCR’s
fueron: 1 ciclo 94 °C por 3 min, seguidos por 25 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 miny 72 °C
por 2 min, y un ciclo final de 72 °C por 5 min. Como testigo positivo se utiliz6 el ADN extraido de
10,000 conidios y como testigo negativo la mezcla de PCR sin ADN. Segun el caso se fueron
modificando los parametros (uno a la vez) y una vez determinadas las mejores condiciones se
realiz6 una prueba de sensibilidad con el ADN extraido de M. acridum de 10°, 10*, 10°, 10%, 10, 1y
0 conidios. El resultado se visualiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %, tefiido con
bromuro de etidio (10 pg/ml). El corrimiento de la electroforesis se llevé a cabo a 80 V, en
amortiguador TBE 0.5 X (Tris-Base 45 mM, &cido bérico 45 mM y EDTA 1 mM). Se empled un
marcador estandar de tamafio molecular de 100 pb (Invitrogen) y las imagenes se capturaron en un
fotodocumentador Digi-Doc- It (UVP).

4.5.2 Determinacion de la especificidad de los oligonucle6tidos OPA-04(526) 1F, IR, y OPA-04(526)
2F, 2R

Una vez optimizadas las condiciones de PCR, se procedi6 a evaluar la especificidad de estos
oligonucledtidos, para ello se probaron con extractos de ADN de nueve cepas tipo de referencia del

género Metarhizium de acuerdo con Driver et al. (2000) y dos aislamientos monospéricos mexicanos.
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Cuadro 2. Especies del género Metarhizium utilizadas en el analisis de especificidad de los
oligonucledtidos OPA-04(526) 1F, IR, y OPA-04(526) 2F, 2R.

ARSEF* 0 (grupo)

CSIRO**

Especie Clave Clado*** origen

M. acridum EH-502/8 7 México
M. acridum EH-531 7 México
M. flavoviride var. majus 1914* 10 Filipinas
M. flavoviride var. flavoviride 1184* 6 Francia
M. flavoviride var. minus 2037* 5 Filipinas
M. flavoviride tipo E 2498* 2 Brasil

M. acridum fi-985** 7 Australia
M. anisopliae var. lepidiotum fi-147** 8 Australia
M. flavoviride var. novazealandicum | f1-698** 3 Nueva Zelanda
M. acridum fi-987** 7 Nigeria
M. anisopliae var. pemphigum fi-72** 4 Inglaterra

* Agricultural Research Service Collection of Entomopathogenic Fungi (ARSEF)
** Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation (CSIRO)
***Clados de Metarhizium caracterizados genotipicamente por Driver et al. (2000).

Las condiciones de PCR utilizadas fueron: 1.5 mM MgCl, 0.125 mM desoxirribonucleétidos
trifosfatados, 50 pmol de ambos iniciadores, 1.5 unidades de Taq polimerasa (Biogénica) y 10 ng de
ADN (1 pl del producto de la primera PCR para el segundo par de oligonucleétidos). Como testigo
positivo se utilizé el ADN extraido de 10,000 conidios y como testigo negativo la mezcla de PCR sin
ADN. También se realizO6 una comparacion con los resultados obtenidos utilizando los
oligonucledétidos de Entz y colaboradores (2005). Las condiciones del ensayo fueron las ya descritas

para cada par de oligonucledétidos.
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4.6 Deteccion de ADN de M. acridum en muestras de campo de San Mateo Coatepec,
Puebla

4.6.1 Aspersion del hongo

Andlisis previos, realizados durante mayo y junio del 2007, mostraron la ausencia de M. acridum en
muestras de aire, suelo y vegetacion provenientes de San Mateo Coatepec, Puebla. Los
experimentos se realizaron en una parcela agricola de 1 ha, utilizada para el cultivo de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus). El hongo fue producido por el Comité Estatal de Sanidad Vegetal de
Guanajuato, usando una técnica de fermentacion solida bifasica sobre granos de arroz entero y la
viabilidad de los conidios fue mayor del 95 %. El formulado del hongo fue asperjado los dias 17 de
agosto y 9 de octubre de 2007 con un aspersor Micron Ulva+ (Bromyard, UK), con un flujo de
60ml/min y una velocidad de marcha de 1m/s, durante las primeras horas de la mafiana, a una
concentracién de 4 x 10* conidios/ha, mediante una técnica de ultra bajo volumen con base oleosa
(aceite vegetal). Al momento de la aspersion, las plantas de amaranto tenian una altura promedio de
30 cm y se tuvo cuidado de distribuir el formulado de Metarhizium acridum de manera uniforme sobre

las plantas.

4.6.2 Determinacion de la persistencia

Se hicieron 26 muestreos del aire, suelo y cubierta vegetal de la zona de estudio a lo largo de 16

meses para cuantificar la cantidad de particulas viables de M. acridum en cada uno de ellos.

4.6.2.1 Colecta de muestras del suelo

En cada fecha de muestreo se eligieron de manera aleatoria tres sitios dentro de la zona
asperjada y se colectaron aproximadamente 100 g de suelo a una profundidad de 15 cm (lo mas
cerca posible de las raices de las plantas, pero sin dafiarlas). La profundidad de 10-15 cm se escogi6
porque estudios previos mostraron que a esas profundidades (y en la zona de la rizosfera) se
encuentran las mayores concentraciones de conidios viables de M. acridum (Hu y Leger, 2002). Un
gramo de cada muestra fue resuspendido en una solucién de Nonidet P40 al 0.1 %, agitado por
medio de un vOrtex durante 3 min y se dej6 reposar durante 7 min. La mezcla fue diluida hasta una
concentracion de 10 (por duplicado). Las muestras fueron sembradas sobre cajas de Petri con

medio agar-dextrosa-papa (ADP), adicionado con 500 mg de cloranfenicol por litro e incubadas a
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28°C durante 7 dias. Las colonias desarrolladas con caracteristicas del género Metarhizium fueron
purificadas por resiembra y confirmada su identidad mediante PCR. Las colonias de M. acridum
fueron cuantificadas para determinar el nimero de UFC/g de suelo. Los resultados muestran el
promedio y desviacion estandar de cuatro repeticiones. El resto del suelo se utilizé para los analisis

fisicoquimicos.

4.6.2.2 Colecta de muestras de vegetacion

Se tomaron aproximadamente 30 g de hojas de la vegetacion presente de 3 sitios elegidos de
manera aleatoria dentro de la zona donde se asperjé M. acridum. Un gramo de cada muestra de hoja
fue resuspendido en una solucion de Nonidet P40 al 0.1 %, agitado por medio de un vértex durante 3
min y se dejé reposar durante 7 min. La mezcla fue diluida hasta una concentracién de 10 (por
duplicado). Las muestras fueron sembradas sobre cajas de Petri con medio ADP (adicionado con
500 mg de cloranfenicol por litro) e incubadas a 28 °C durante 7 dias. Las colonias desarrolladas con
caracteristicas del género Metarhizium fueron purificadas por resiembra y confirmada su identidad
mediante PCR. Las colonias de M. acridum fueron cuantificadas para determinar el nimero de

UFC/g de vegetacion. Los resultados muestran el promedio y error estandar de 4 repeticiones

4.6.2.3 Colecta de muestras del aire

La determinacion del porcentaje de particulas viables se realizé mediante el uso de un muestreador
de particulas viables de una etapa marca Thermo-Andersen (Fig. 28) el cual succiona aire a razén de
1 pie cubico por min (28.3 L/min) y lo impacta en una caja petri de 90 mm de diametro. La caja Petri
contenia 30 ml medio ADP, con 500 mg de cloranfenicol por litro de medio. El muestreador se colocé
a 70 cm de altura, siempre en el mismo lugar (a un lado de la trampa de esporas Hirst) y se dejé
funcionar durante 10 y 15 min cada vez, dando un total de 2 muestreos en cada ocasion. De acuerdo
a las instrucciones del fabricante se calculé el nUmero de particulas viables mediante la siguiente
formula UFC/ m® de aire= [(CPC/t)/ 0.0283)] (donde CPC= conteo de colonias por caja, t= tiempo de
muestreo en minutos y 0.0283 es el factor de equivalencia entre 1ft® y 1m®). Cuando se presentaron

més de 300 colonias por caja se ajustd el valor mediante la siguiente formula:

Pr= N[1/N + 1/N-1 + 1/N-2 + ... 1/N-r+1]
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donde Pr es el nimero esperado de particulas viables que producen “r’ cantidad de colonias por caja
y N es el total de orificios del muestreador (400 en este caso). Esto se debe a que el flujo de aire
arrastra particulas viables por los orificios y los impacta en la caja Petri con medio. Este arrastre es al
azar y cuando un sitio dentro de la caja es ocupado, quedan menos lugares disponibles, por lo que
aumenta la posibilidad de que una particula viable formadora de colonias no se impacte dentro de la
caja y sea arrastrada fuera de ella. Hasta 300 colonias la probabilidad es poco significativa, pero por
arriba de este valor se vuelve importante y hay que considerarla. Por ejemplo 100 UFC
corresponderian en realidad a 115 UFC (las 15 no registradas se estima que fueron arrastradas
fuera de la caja), y 320 UFC corresponderian a 644 UFC.

Fig. 28. Muestreador de particulas viables de un paso
(Andersen).

4.6.2.4 Deteccion de ADN de M. acridum mediante trampa de esporas tipo Hirst

Para observar con mayor detalle la dinamica de M. acridum en aire se utiliz6 una trampa de esporas
Hirst (Burkard, Reino Unido) ya descrita. La cinta de celofan se reemplazé cada semana durante los
dias jueves a la 1 pm y se cortd en segmentos de 24 mm, los cuales corresponden a 24 h de
muestreo. Estos segmentos se colocaron en tubos de 1.5 ml y se sometieron al método de
extraccion y deteccion de ADN explicado anteriormente. Esto permiti6 determinar la presencia de
ADN de Metarhizium acridum durante cada uno de los dias de muestreo. El equipo se retird de la

zona de estudio el 13 de agosto de 2008.
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4.6.3 Andlisis quimico del suelo

Se tomaron 14 muestras representativas del suelo colectado (cubriendo los meses de agosto de
2007 a diciembre de 2008) y fueron analizadas por la Dra. Lucia Mora Palomino del Departamento
de Edafologia del Instituto de Geologia (UNAM). Se determin6 el pH, la conductividad, y mediante
cromatografia de intercambio iénico los cationes intercambiables: K*, Mg*™, Ca™ y Na*, fésforo
disponible y porcentajes totales de carbono y nitrégeno. Estos valores se correlacionaron con la

cantidad de UFC cuantificadas en suelo.

4.6.4 Parametros climaticos

Se recab0d informacion climatica de la zona de estudio mediante una estaciéon meteorolégica
perteneciente a la Red Nacional de Estaciones Estatales Agroclimatoldgicas. Esta estacion reporta
de manera continua las condiciones ambientales de la zona

(http://clima.inifap.gob.mx/redclima/clima/est.aspx?numest=26806) y esta informacion fue utilizada

para correlacionarla con las variaciones en la persistencia y viabilidad del hongo en el campo una
vez asperjado. Las variables meteoroldgicas registradas fueron: precipitacion, temperatura maxima,
media y minima, velocidad del viento promedio y maxima, humedad relativa, evapotranspiracion de

referencia y radiacion solar maxima.

4.7 Andlisis estadistico

Se cuantificd el nimero de UFC de cada tipo de muestra, se obtuvo el promedio, desviacién
estandar y se grafico de acuerdo a las fechas de colecta (las barras indican el error estandar). Los
resultados fueron correlacionados con las variables meteorolégicas a fin de determinar su influencia
en la poblacién del hongo a lo largo del tiempo, y finalmente se realiz6 un andlisis de regresién
multiple para determinar la influencia de todos los factores ambientales en su conjunto. En el caso de
los resultados de la trampa de esporas Hirst se utilizé el coeficiente de correlacion Tau de Kendall
para datos ordinales, con el fin de probar si existié asociacion entre las variables meteorologicas y la
deteccién positiva de ADN de M. acridum, asi como un analisis de regresion logistica binaria para
medir la influencia de todos los factores ambientales en su conjunto. Todos los andlisis se realizaron
con ayuda del software Minitab ver. 15.0, las graficas con NCSS2000, y en caso de la correlacion

Tau de Kendall con el programa Kendall tau Rank Correlation (version 1.0.10) (Wessa, 2008).
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V. RESULTADOS

5.1 Rompimiento de la pared de las esporas

Las condiciones iniciales mostraron ser satisfactorias en cuanto al nimero de esporas rotas, sin
embargo, y con el fin de optimizar el método se decidio probar un periodo de molienda adicional. Los
resultados se muestran en el cuadro 3, donde se observa un porcentaje de esporas rotas cercano al
100 %, razén por la que todos los experimentos con rompimiento de esporas en Fast-prep incluyeron

3 periodos de molienda a 6 m/s durante 40 segundos.

Cuadro 3. Porcentaje de esporas rotas de acuerdo al nimero de periodos de molienda.

Periodos de molienda % esporas rotas

1 48.0
2 93.4
3 99.6

-

Fig. 29. Fotomicrografia de esporas de M. acridum antes (a) y después (b) de ser sometidas a un ciclo de
molienda en equipo Fast-prep.
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5.2 Determinacion de la sensibilidad para los oligonucleétidos AB28 y TW81 y Mac-
ITS-spFy R

El limite minimo de deteccion (Fig. 30) para los oligonucleétidos AB28 y TW81 correspondié al ADN

contenido en 1000 esporas.

600 p

Fig. 30. PCR de curva de concentracion de esporas con los
oligonucleotidos AB28 y TW81.

El limite de deteccién para los oligonucleétidos Mac-ITS-spF y R correspondi6 al ADN de una

espora (Fig. 31).
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Fig. 31. PCR de curva de concentracion de esporas con los
oligonucleotidos MaclTSsp.
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5.3 Deteccion en minitunel de viento con mechas de algodon inoculadas con M.
acridum

El objetivo de los experimentos en el minitinel de viento es simular la presencia de esporas en el
aire para su posterior colecta, cuantificacion y extraccion de ADN. La cuantificacién se realiz6
observando al microscopio la mitad de la cinta que no se utilizé para la extraccién de ADN, en busca
de esporas del hongo, y su concentraciéon se determiné con base en su niamero, sin embargo, no fue
posible cuantificar las esporas de M. acridum colectadas del aire debido a la falta de caracteristicas
distintivas (Fig. 32), lo que las hace dificiles de distinguir del resto de aeroparticulas impactadas en la
cinta de celofan muestreada (Fig. 33), razén por la que los resultados serdn manejados en términos
meramente cualitativos.
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Fig. 32. Fotomicrografia de esporas de M. acridum en
suspension.

Fig. 33. Fotomicrografia de esporas de M. en cintas de celofan

muestreadas en minitunel de viento. 65



Los resultados de la figura 34 muestran que los oligonucleétidos AB28 y TW81 son capaces

de dar una respuesta positiva con cintas del primer y segundo dia.

At o P S g o e L)

600 p <+—605 pb

ST X

T+ T- 1 1 2 2 3 3
Dias

Fig. 34. PCR de experimentos en minitinel de vientos
con los oligonucleétidos AB28 y TW8L1.

La figura 35 muestra que durante los 3 dias muestreados fue posible detectar esporas en el

minitanel de viento con los oligonucleétidos MaclTSsp.

600 pb
TOMEm s «—420 b

A0 -

T+ T- 1 1 2 2 3 3
Dias

Fig. 35. PCR de experimentos en minitunel de vientos con los
oligonucleétidos MaclTSsp.
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5.4 Deteccion de M. acridum en mezclas de multiples hongos

Los resultados de la figura 36 (oligonucle6tidos AB28 y TW81) detectan presencia de ADN de
hongos durante ambos dias, aunque en menor cantidad el segundo como se esperaba. La figura 37,
utilizando los oligonucledtidos especificos Mac-ITS-spF y Mac-ITS-spR, muestra la presencia de
ADN de M. acridum ambos dias, demostrando con esto la capacidad de la sonda especifica de
detectar su ADN dentro de un marco amplio de ADN de diversas especies de hongos, que es el
escenario que se espera encontrar en campo. También se corroboré que la presencia del

amortiguador de lisis no es necesaria para una adecuada extraccion de ADN.

1 2 345 67 891011121314 15 16 171819

600 pb—> '- . P et 4_605pb

MT+ T- 1 1 1 1 1lal lallallal 2 2 2 2 2al 2al 2al 2al

Fig. 36. PCR de experimentos en minitunel de viento en presencia de multiples hongos con los
oligonucledtidos AB28 y TW81. El nimero indica el dia y (al) indica uso de amortiguador de lisis.

1 23 45 6 7 8 91011121314 1516 171819

600 pb—> B e — - <420 pD

MT+ T- 1 1 1 1 1al lallallal 2 2 2 2 2al 2al 2al 2al

Fig. 37. PCR de experimentos en minitunel de vientos en presencia de multiples hongos con los
oligonucledtidos MaclTSsp. El nimero indica el dia y (al) indica uso de amortiguador de lisis.
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5.5 Extraccién y deteccién de ADN de M. acridum inoculado en muestras de suelo

En la figura 38 se observa que el limite de deteccién (oligonucle6tidos AB28 y TW81) sin albumina

sérica bovina (ASB) fue de 10 000 esporas y con ASB de 1000 esporas.

-2 3 4567 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

, <— 605 pb
e
-
- Sin ASB Con ASB
M T+«4h® ¥0° '10* 10°20% 10T 0 P 10°> 10* 10310 10 1 @

Fig. 38. PCR con oligonucleétidos AB28 y TW81 de muestras de suelo, con y sin alblumina
sérica bovina (ASB).

El resultado de la PCR anidada con los oligonucleétidos especificos Mac-ITS spF y R se
muestra en la figura 39. Tal como se aprecia, la adicion de ASB no interfirié con el limite de
deteccién que es de 1 espora para ambos casos (con y sin ASB) y también se puede apreciar que

usar una PCR anidada incrementa la sensibilidad y por eso se pudo detectar hasta 1 conidio.

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

| ec»
- Sin ASB Con ASB
M T+ T- 10° 10°10°10° 10 1 0 T+ T-10° 10*10°10°10 1 ©

Fig. 39. PCR con oligonuclettidos Mac-ITS-spF y R de muestras de suelo, con y sin albimina
sérica bovina (ASB).
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5.6 Deteccion de M. acridum en aire de muestras de Tizimin

Las siguientes figuras corresponden a muestras colectadas del aire durante el estudio piloto,
especificamente en el periodo comprendido del 1 al 8 de noviembre de 2005 (5 dias después de ser
asperjado el hongo) observandose que los oligonucledtidos AB28 y TW81 detectaron esporas de
hongos en el aire los dias 5 y 6 de noviembre tal como se muestra en la figura 40.

RPN SERFA S o e GRS R O () w1 2

—
M

™+ T- 1 2 3 4 5 6 7 8 T-
Dia de noviembre

Fig. 40. PCR de muestras colectadas con la trampa de esporas en Tizimin
mediante oligonucleétidos AB28 y TW81 durante la primera semana de
noviembre de 2005.

El uso de los oligonucledtidos especificos (Fig. 41) indica la presencia del hongo M. acridum
durante todos los dias de esa semana de muestreo, lo que indica que el hongo asperjado se

mantiene en el aire por lo menos 12 dias después de ser aplicado en esa zona.

()
600 Db—>!

-~

3 4 56 7 8 9 10 11 12

ey e o <420 pb

M T+ T- 1 2 3 4 5 6 7 8 T-
Dia de noviembre

Fig. 41. PCR de muestras colectadas con la trampa de esporas en Tizimin
mediante oligonucleétidos AB28 y TW81 durante la primera semana de
noviembre de 2005.
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5.7 Deteccion de M. acridum en suelo de muestras de Tizimin

Como puede apreciarse en la figura 42 no hubo amplificacion para ninguna de las muestras

analizadas, sefial de concentraciones muy bajas de hongos en la tierra, ya que los oligonucle6tidos
utilizados son universales para hongos (AB28 y TW81).

R <+— 605 pb

.-
M T+ T- SI  SI SM SM XC XC T-

Fig. 42. PCR con oligonucleétidos AB28 y TW81 de muestras de suelo de Tizimin,
Yucatan. Sl (San Isidro), SM (Santa Martha), XC (X-Campech).

La PCR anidada con los oligonucleotidos especificos de M. acridum mostrada en la figura 43

sélo presentd amplificacion en el testigo positivo, sefial de que no hubo presencia del hongo en las
muestras analizadas.

<+— 420 pb

M T+ T- SI SI SM SM XC XC T-

Fig. 43. PCR con oligonuclettidos Mac-ITS-spF y R de muestras de suelo de Tizimin,
Yucatan. Sl (San Isidro), SM (Santa Martha), XC (X-Campech).
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5.8 Estandarizacién de las condiciones de PCR y determinacién de la sensibilidad
paralos oligonucleétidos OPA-04(526) 1F, IR, y OPA-04(526) 2F, 2R

En resumen, las condiciones de PCR elegidas para trabajar con los oligonucleétidos OPA-
04(526)1F, 1R, 2F y 2R fueron: 50 pmol de cada sonda, 1.5 mM de MgCl,, 0.125 mM de DNTP’s, 1.5
U de Tag-Polimerasa y el programa del termociclador para los oligonucleétidos OPA-04(526)1F y 1R
consistira de: 1 ciclo 94 °C por 3 min, seguidos por 25 ciclos de 94 °C por 1 min, 60 °C por 1 miny 72
°C por 2 min, y un ciclo final de 72 °C por 5 min. Para los oligonucle6tidos OPA-04(526)2F y 2R el
programa elegido fue el siguiente: 1 ciclo 94 °C por 3 min, seguidos por 25 ciclos de 94 °C por 1 min,
72 °C por 3 min, y un ciclo final de 72 °C por 5 min.

Se probo el limite de deteccion de estos oligonucle6tidos con las condiciones anteriormente
sefialadas y se obtuvo lo siguiente: Con el primer par de oligonucle6tidos el limite de deteccion
correspondio al ADN contenido en 10,000 esporas, como puede observarse en la figura 44A. En la
figura 44B se aprecia que la sensibilidad aument6 y permitié detectar el ADN contenido en una sola

espora.

<«— 461 pb

- Cantidad de conidios
VI T+ o haadi e i (i R

Fig. 44. PCR con oligonuclettidos Opa OPA-04(526) 1F, IR (foto A) y Opa OPA-
04(526) 2F, 2R (foto B) de suspensiones de conidios decrecientes (M: marcador 100
pb, T+: testigo positivo, T-: testigo negativo).
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5.9 Determinacion de la especificidad de los oligonucledtidos OPA-04(526) 1F, IR,y
OPA-04(526) 2F, 2R

El par de oligonucledtidos OPA-04(526) 2F, 2R mostraron ser especificas Unicamente para M.
acridum tal como se aprecia en la figura 55, al contrario de los oligonucle6tidos Mac-Its spF y R (Fig.
45) las cuales mostraron una respuesta positiva para todos los aislamientos probados, excepto M.
flavoviride var. flavoviride y M. flavoviride var. pemphigum. Esta mayor especificidad de los
oligonucledtidos OPA-04(526) las hace la eleccion obvia para la deteccion de M. acridum en campo,
por sobre las de Entz et al. (2005) (Fig. 46) que son, hasta el momento, las Unicas reportadas para la
deteccion de este hongo.

1 2 S 6 7 8 o T R e )

- - - D smem - <+«—293 pb

- .

Fig. 45. PCR de cepas de referencia del género Metarhizium con oligonucleétidos OPA-04(526) 2F, 2R. Carril 1:
marcador 100 pb, 2: testigo negativo, 3: M. acridum (México), 4. M. anisopliae var. majus, 5: M. flavoviride var.
flavoviride, 6: M. flavoviride var. minus, 7: M. flavoviride tipo e, 8: M. acridum (Australia), 9: M. acridum (México), 10:
M. flavoviride var. novazealandicum, 11: M. acridum (Nigeria), 12: M. flavoviride var. pemphigum.

a1 2¢ 408 4 5 6 7 8 SRNOLL 1dr 12

[ p—— — - i c— -— «+—420 pb

Fig. 46. PCR de cepas de referencia del género Metarhizium con oligonucleétidos Mac-Its spF y R. Carril 1:
marcador 100 pb, 2: testigo negativo, 3: M. acridum (México), 4: M. anisopliae var. majus, 5: M. flavoviride var.
flavoviride, 6: M. flavoviride var. minus, 7: M. flavoviride tipo e, 8: M. acridum (Australia), 9: M. acridum (México), 10:
M. flavoviride var. novazealandicum, 11: M. acridum (Nigeria), 12: M. flavoviride var. pemphigum.
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5.10 Deteccion de M. acridum en muestras de campo de San Mateo Coatepec, Puebla

La serie de figuras de la 58 a la 63 corresponden a fotografias de cultivos de hongos colectados del
aire, de la vegetacion y del suelo antes y después de la aspersion del formulado de M. acridum en la
zona de estudio y después de una semana de cultivo a 28 °C en Agar-Dextrosa-Papa. Tal como se
aprecia, existié esporulacion del hongo en las muestras colectadas del aire y de la vegetacion pero

no en el suelo y el motivo es desconocido, aunque en muestras posteriores si ocurrio.

o

Fig. 47. Hongos colectados del aire antes de asperjar M. Fig. 48. Hongos colectados del aire después de asperjar
acridum en campo. Muestreo de 15 min. M. acridum en campo. Muestreo de 15 min.
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Fig. 49. Hongos colectados de la vegetacién antes de

asperjar M. acridum en campo. Dilucion 1072 Fig. 50. Hongos colectados de la vegetacion después de

asperjar M. acridum en campo. Dilucién 1072

Fig. 51. Hongos colectados del suelo antes de asperjar Fig. 52. Hongos colectados del suelo después de
M. acridum en campo. Dilucion 10™. asperjar M. acridum en campo. Dilucién 107,
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La confirmacion de que existe presencia de M. acridum se encuentra en la figura 53, que

consiste en una PCR de las muestras anteriores con oligonucleotidos especificos Mac-Its-spF y R.

-

-
Fig. 53. PCR de diversas muestras colectadas de aire, vegetacién y suelo. Carril 1: marcador 100 pb, 2:
testigo positivo, 3: testigo negativo, 4: muestra de aire después de la aspersion, 5: muestra de vegetacién

después de la aspersién, 6: muestra de suelo después de la aspersion, 7: muestra de aire antes de la
aspersion, 8: muestra de vegetacion antes de la aspersion, 9: muestra de suelo antes de la aspersion.
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5.11 Determinacion de la persistencia

Desde el momento que se asperjé el hongo en suelo se observan ciclos de aumento y disminucion

en la cantidad de UFC/g de suelo colectadas conforme transcurrié el tiempo, pero con una clara

tendencia hacia la disminucion en la poblacion del hongo (fig. 54). A partir del 7 de marzo de 2008 se

present6 un incremento en la cantidad de UFC/g suelo colectadas (142,666 + 71,703.1), mas del 400

% por arriba de los valores registrados el dia de la aspersion inicial (31,000 + 4,000). Dicho aumento

se mantuvo hasta el 25 de abril y posteriormente present6 una tendencia a la baja hasta que ya no

se encontrd el 1 de octubre de 2008. S6lo en el caso de suelo se presentaron unidades formadoras

de colonias (4,133 + 230.9) durante el mes de diciembre, que fue el Gltimo mes que se muestred.
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Fig. 54. Concentracion de unidades formadoras de colonias por gramo de suelo (UFC/g) en el
periodo comprendido entre el 17 de agosto de 2007 y el 3 de diciembre de 2008. (Las barras

indican el error estandar).
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La misma tendencia se aprecia en el caso de las UFC/g de vegetacién (Fig. 55). Una
disminucion mas abrupta en la cubierta vegetal que en el suelo, ya que se aprecia una caida de
245,000 UFC a 0 UFC/g vegetacion en s6lo 1 semana, con un breve repunte después del 9 de
octubre, que fue cuando se realiz6 la segunda aspersion del hongo. Posteriormente, se mantuvo en
niveles muy bajos, hasta el 7 de marzo donde alcanzé casi los mismos valores que se cuantificaron
al momento de la aspersion inicial (116,000 + 130,066.6 contra 122,500 + 43,133.5). A partir de

mayo ya no se volvio a encontrar en la cubierta vegetal.
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Fig. 55. Concentracién de unidades formadoras de colonias por gramo de vegetaciéon (UFC/g) en
el periodo comprendido entre el 17 de agosto de 2007 y el 3 de diciembre de 2008. (Las barras
indican el error estéandar).
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En el caso del aire (Fig. 56) se observé que existe una tendencia clara hacia la disminucién
de la cantidad de UFC/m?® de aire presentes, y a diferencia de los casos del suelo y la vegetacion, el
repunte después del 7 de marzo fue minimo. Posteriormente, ya no se detectd sino hasta el 13 de
agosto (con 1+1.67 UFC/m?® de aire), y posterior a esa fecha ya no se volvié a detectar en el aire.
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Fig. 56. Concentracion de unidades formadoras de colonias por metro ctbico de aire (UFC/m®)
en el periodo comprendido entre el 17 de agosto de 2007 y el 3 de diciembre de 2008 (las barras
indican el error estdndar). Los asteriscos indican que también se detect6 presencia de ADN de
M.acridum con la trampa de esporas Hirst.
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5.12 Deteccion de ADN de M. acridum mediante trampa de esporas tipo Hirst

La trampa de esporas tipo Hirst se usé del 17 de agosto de 2007 al 13 de agosto de 2008 y permitié

observar con mayor detalle las variaciones en la persistencia del hongo en el aire. En las siguientes
figuras se muestran fotomicrografias de porciones de la cinta de celofan con particulas capturadas
en la zona de estudio durante la primera semana de muestreo (Fig. 57) y 9 semanas después (Fig.
58).

" : . & b
AR ) g . Sk L &
PHAT . N ’
L, ) e a

Fig. 57. Fotomicrografia a 200 aumentos
mostrando conidios de M. acridum en la parte

Fig. 58. Fotomicrografia a 200 aumentos
mostrando diversas particulas biolégicas, sin

centrtal achl cczjmo Oirals particulas b|olog|cc?s, presencia aparente de conidios de M. acridum. El
capturadas durante atpnmera semana de muestreo se llevd a cabo 9 semanas después de
muestreo. la aspersion.

En la primera semana se observaron conidios de M. acridum asi como algunas particulas
adicionales. En la novena semana no se aprecia ningin conidio, ademas de que la cantidad de otras
particulas (entre ellas polen y esporas de otros hongos) aumentd considerablemente, sin embargo,
en el andlisis por PCR de la muestra colectada 9 semanas después si se encontr6 ADN de M.
acridum. Esto ejemplifica la importancia de utilizar pruebas moleculares para determinar la existencia

de particulas biolégicas en el aire.

A continuacion, en el cuadro 5 y en la figura 59 se presentan las fechas en las que hubo
deteccion positiva de ADN de M. acridum durante el periodo de estudio, en total se encontr6 en 32

dias.

79



Cuadro 4. Dias en que se detectd ADN de M. acridum en aire mediante PCR en cintas
de trampa de esporas Hirst.

‘ ‘ Presencia de ‘ Presencia de ’ Presencia de Presencia
Fecha ADN Fecha ADN Fecha ADN Fecha de ADN
17/08/2007 positiva 15/09/2007 positiva 02/10/2007 positiva 23/01/2008 | positiva
18/08/2007 positiva 16/09/2007 positiva 13/10/2007 positiva 22/02/2008 | positiva
24/08/2007 positiva 17/09/2007 positiva 16/10/2007 positiva 23/02/2008 | positiva
08/09/2007 positiva 18/09/2007 positiva 17/10/2007 positiva 06/03/2008 | positiva
11/09/2007 positiva 19/09/2007 positiva 18/10/2007 positiva 07/03/2008 | positiva
12/09/2007 positiva 20/09/2007 positiva 27/10/2007 positiva 08/03/2008 | positiva
13/09/2007 positiva 21/09/2007 positiva 30/10/2007 positiva 09/03/2008 | positiva
14/09/2007 positiva 22/09/2007 positiva 20/01/2008 positiva 11/04/2008 | positiva
total 32

SI 00 @O O M © © ©

Presencia de ADN

NO | @@ @

( w';\‘;("ww'w' {

08/17/2007
09/06/2007
09/26/2007
10/16/2007
11/05/2007
11/25/2007
12/15/2007
01/04/2008
01/24/2008
02/13/2008
03/04/2008
03/24/2008
04/13/2008
05/03/2008
05/23/2008
06/12/2008
07/02/2008
07/22/2008
08/11/2008

Fig. 59. Deteccion de M. acridum en aire mediante trampa de esporas Hirst.
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5.13 Analisis estadistico

5.13.1 Correlaciones de UFC en el ambiente con pardmetros meteoroldgicos

Los datos meteoroldgicos se correlacionaron con las UFC presentes en el ambiente, con el fin de
determinar la posible influencia del clima sobre la persistencia y viabilidad a lo largo del tiempo y se

obtuvo lo siguiente (cuadros 5y 6).

Cuadro 5. Coeficientes de correlacién de Pearson entre el ndmero de UFC encontradas en suelo,
vegetacion y aire, y los datos de precipitacion, temperatura y velocidad del viento maxima registradas en
cada dia de muestreo. Los niveles de significancia se presentan entre paréntesis. g.l.= 18 (suelo), 12
(vegetacion), 11 (aire).

Precipitacion T.Min T. Med Velocidad viento méx
UFC/g suelo 0.015 0.101 -0.067 0.131 0.424
Nivel de significancia (p) (0.943) (0.640) (0.744) (0.524) (0.031)*
UFC/g vegetacion 0.375 0.154 0.057 0.193 0.317
Nivel de significancia (p) (0.059) (0.453) (0.782) (0.345) (0.115)
UFC/m”aire 0.447 -0.179 0.170 -0.131 -0.203
Nivel de significancia (p) (0.022)* (0.381) (0.406) (0.524) (0.321)

*= p< 0.05

Cuadro 6. Coeficientes de correlacion de Pearson entre el nimero de UFC encontradas en suelo,
vegetacion y aire, y los datos de evaporacion potencial, velocidad de viento promedio, humedad relativa,
avapotranspiracién de referencia y radiacion solar maxima registradas en cada dia de muestreo. Los niveles
de significancia se presentan entre paréntesis. g.l.= 18 (suelo), 12 (vegetacion), 11 (aire).

. Velocidad = Humedad | Evapotrans. de Radiacion solar
Evaporacion viento
potencial . relativa referencia mMax
promedio
UFC/g suelo 0.466 0.485 -0.400 0.429 0.166
Nivel de significancia (p) (0.016)* (0.012)* (0.043)* (0.029)* (0.439)
UFC/g vegetacion 0.353 0.364 -0.359 0.332 0.267
Nivel de significancia (p) (0.077) (0.068) (0.085) (0.098) (0.187)
UFC/m”aire -0.178 -0.193 0.269 -0.053 0.433
Nivel de significancia (p) (0.383) (0.344) (0.183) (0.796) (0.027)*

*= p< 0.05
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De acuerdo con los cuadros 5 y 6, se puede apreciar que existieron cinco correlaciones
significativas en el caso del suelo y fueron entre la cantidad de UFC y velocidad méaxima del viento,
velocidad de viento promedio, evaporacion potencial, humedad relativa y evapotranspiracion de
referencia. En el caso de las UFC en vegetacion no existio ninguna correlacion. En el caso del aire
se presentaron correlaciones entre la cantidad de UFC presentes en el aire y la precipitacion y la

radiacion solar méaxima.

5.13.2 Andlisis de Regresion multiple

La influencia individual de los demas factores meteorolégicos posiblemente no es lo
suficientemente grande como para manifestarse mediante esta prueba estadistica, por ello se realiz6
un analisis de regresién mdultiple junto con un analisis de varianza para determinar si la suma de

todos ellos puede explicar las variaciones en la viabilidad del hongo.

La mejor ecuacion para las UFC encontradas en suelo fue:

UFC/g suelo = 780795 + 559 (Precipitacion) - 40092 (temperatura maxima). + 5331
(temperatura minima) + 24412 (temperatura promedio) + 6896 (velocidad de viento maxima) -
40292 (velocidad de viento promedio) - 5694 (humedad relativa) + 29745 (evapootranspiracion
referencia) - 45297 (evaporacién potencial) - 0.0494 (ufc/g hojas) + 43.8 (ufc/m? aire) + 197

(radiacion solar maxima).

Con un valor de r? =0.542, F = 3.26, p = 0.03, lo que quiere decir que las variaciones encontradas en
la cantidad de UFC/g de suelo pueden ser explicadas en un 54.2 % con los parametros
meteorologicos registrados, lo cual también es sefial de que otros factores tienen influencia. El
analisis también mostr6é que la temperatura maxima, la velocidad del viento maxima, la velocidad del
viento promedio y la humedad relativa fueron las variables que tuvieron influencia significativa sobre

la cantidad de UFC/g de suelo encontradas.
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Para el caso de las UFC/g de vegetacion la mejor ecuacion encontrada fue:

UFC/g vegetacion = 1588458 + 3544 (Precipitacion) - 97926 (temperatura maxima). + 42501
(temperatura minima) + 40213 (temperatura promedio) + 38409 (velocidad de viento maxima) -
171683 (velocidad de viento promedio) - 12561 (humedad relativa) + 40860
(evapootranspiracion referencia) - 44817 (evaporacion potencial) — 2.28 (ufc/g hojas) + 187

(ufc/m? aire) + 334 (radiacion solar maxima).

Con un valor de r* =0.0, F = 1.0, p = 0.507.

Finalmente, para el caso de las UFC presentes en el aire se obtuvo:

UFC/m® aire = -725 — 1.01 (Precipitacion) + 40 (temperatura maxima). + 8.8 (temperatura
minima) — 48.1 (temperatura promedio) — 3.8(velocidad de viento maxima) + 23.2 (velocidad de
viento promedio) + 4.33 (humedad relativa) — 51.3 (evapootranspiracion referencia) + 59
(evaporacion potencial) + 0.00060 (ufc/g suelo) + 0.000056 (ufc/g vegetacion) + 0.22 (radiacién

solar maxima).

Con un valor de r* =0.0, F = 0.42, p = 0.926.

5.13.3 Correlaciones entre deteccién de ADN en aire y parametros meteoroldgicos

Dada la naturaleza de los datos, en el que la deteccion de ADN en el aire s6lo puede ser expresada
mediante dos valores, ausencia o presencia, no es posible emplear el coeficiente de correlacién de
Pearson, ya que éste esta limitado a datos de tipo continuo. En su lugar se decidi6 utilizar la prueba
de correlacion Tau de Kendall. Esta es una prueba no-paramétrica usada para medir el grado de
correspondencia entre dos rangos y establecer la significancia de la correspondencia, en otras

palabras, mide la fuerza de la asociacion (Kendall, 1990).

Para el analisis de los datos presentados se procedi6é a agrupar las variables meteorolégicas
en rangos y después se comparo si el orden de dichos rangos variaba si existia presencia o no de
ADN de M. acridum en la atmoésfera. El analisis se hizo con el programa estadistico Kendall tau Rank
Correlation v1.0.10 (Wessa, 2008), y los datos se presentan en los cuadro 7 y 8 junto con su nivel de

significancia.
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Cuadro 7. Coeficientes de correlacion Tau de Kendall entre la presencia positiva de ADN de M. acridum, y
los datos de precipitacion, temperatura y velocidad del viento méxima registradas en cada dia de muestreo.
Los niveles de significancia se presentan entre paréntesis. g.l.= 30.

Precipitacion = T. Max T. Min. Velocidad
viento max
Presencia de ADN 0.025 -0.090 -0.002 0.041 0,065
Nivel de significancia (p) (0.596) (0.037)* (0.957) (0.336) (0.128)
*=p< 0.5

Cuadro 8. Coeficientes de correlacion Tau de Kendall entre la presencia positiva de ADN de M. acridum, y
los datos de evaporacion potencial, velocidad de viento promedio, humedad relativa, avapotranspiraciéon de
referencia y radiacién solar maxima registradas en cada dia de muestreo. Los niveles de significancia se
presentan entre paréntesis. g.l.= 30.

E - Velocidad Humedad Evapotrans, de
vaporacion :

- viento . .

potencial . relativa referencia
promedio
Presencia de ADN -0.051 -0.066 0.076 0.005
Nivel de significancia (p) (0.234) (0.123) (0.075) (0.891)

*=p<0.5

De acuerdo con los resultados, la Unica correlacion significativa se encontré6 con la
temperatura maxima, con un valor -0.090, lo cual quiere decir que la probabilidad de detectar ADN

del hongo en la atmdésfera disminuye ligeramente conforme aumenta la temperatura.

5.13.4 Andlisis de Regresion logisitica binaria

La influencia individual de los demas factores meteoroldgicos posiblemente no es lo suficientemente
grande como para manifestarse mediante esta prueba estadistica, por ello se realiz6 un andlisis de
regresion para determinar si la suma de todos ellos puede explicar las variaciones en la presencia de
ADN del hongo. De nueva cuenta se aclara que la presencia o ausencia de ADN no es una variable
continua y por ello no se puede usar una prueba de regresién lineal normal ya que sélo es aplicable
para datos de tipo continuo. Sin embargo, un analisis de regresion logistica binaria puede emplearse
en este caso. El objetivo primordial que resuelve esta técnica es el de modelar como influye en la
probabilidad de aparicion de un suceso, habitualmente dicotémico, la presencia o no de diversos
factores y el valor o nivel de los mismos (Molinero, 2001). Este andlisis se realiz6 con el programa

Minitab v 15.0 y el resultado mostré un valor de significancia (p) de 0.015 y las variables
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meteoroldgicas que mostraron asociacion estadisticamente significativa fueron la humedad relativa y

la evaporacion potencial.

5.13.5 Correlaciones y andlisis de regresion multiple entre los paradmetros fisicoquimicos del suelo y
la cantidad de UFC encontradas en suelo

Los parametros fisicoquimicos medidos en suelo se correlacionaron con la cantidad de UFC/g

y se obtuvo lo siguiente (cuadro 9).

Cuadro 9. Correlaciones y su nivel de significancia entre la cantidad de UFC de M. acridum presentes en el
suelo y los parametros quimicos registrados.

CE Cationes intercambiables | P %C \ % N
eléctrica ca™ Mg™ | K Na*  disponible total | total
UFC/g suelo -0.114 0.919 0.150 0.207 | -0.010 | 0.420 -0.122 -0.138 0.855
Nivel de
significancia 0.712 (0.028)* 0.624 0.497 | 0.974 | 0.153 0.691 0.745 (0.007)**
()
® la correlacion se hizo sobre la base de los datos transformados del pH
*=p< 0.05
*= p<0.01

Como se puede apreciar en el cuadro 9, existe una fuerte correlacion entre la conductividad

eléctrica (CE) y el porcentaje de nitrégeno total con las UFC cuantificadas.

5.13.6 Anadlisis de regresion mltiple

La influencia individual de los demas factores quimicos posiblemente no es lo suficientemente
grande como para manifestarse mediante esta prueba estadistica, por ello se realizé un analisis de
regresion mdltiple junto con un analisis de varianza para determinar si la suma de todos ellos puede

explicar las variaciones en la viabilidad del hongo.
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La mejor ecuacion para las UFC encontradas en suelo fue:
UFC g/suelo = - 214724 + 13557 (ph) - 3831 (Ca™) + 5969 (Mg*") + 54374 (K*) + 121188 (Na*) +
2485 (fosforo).

Con un valor de r* =0.141, F = 1.33, p = 0.37.

El resultado fue de: R-Sq (adj) = 14.1 %, lo que quiere decir que las variaciones encontradas en la
cantidad de UFC/g de suelo pueden ser explicadas en un 14.1 % con los parametros quimicos
registrados, sin embargo, el valor de significancia (p) de 0.370 no es significativo e indica que este

resultado podria ser debido al azar.

Los porcentajes de C y N se evaluaron de manera separada ya que no se tienen valores para

las muestras de agosto de 2007 a febrero de 2008. Los resultados mostraron

UFC/g suelo =12580 - 131478 (C total) + 1333115 (N total).

Con un valor de r* =0.867 F = 23.83, p = 0.003.

De estos analisis se desprende que las concentraciones de C y N son mas importantes para

el crecimiento del hongo, que el resto de los parAmetros quimicos evaluados.
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VI. DISCUSION

6.1 Deteccidon molecular de ADN de M. acridum

Variantes de la técnica combinada entre muestreo del aire-deteccion molecular, se han utilizado con
anterioridad para la deteccion de otros hongos, principalmente fitopatdégenos (Freeman et al., 2002;
Calder6n et al., 2002a). Pero éste es el primer trabajo en que se utilizan para hongos
entomopatdgenos, y particularmente para M. acridum. En estos estudios, el objetivo era desarrollar
una prueba diagnostica que permitiera identificar esporas de hongos fitopatbgenos justo en el
momento en que aparecian las primeras esporas en zonas de cultivo, susceptibles de ser infectados,
y aplicar las técnicas paliativas convenientes. Obviamente, en el caso de M. acridum el interés es
otro, ya que esta técnica, combinada con otras que puedan determinar la viabilidad de los conidios,
puede ayudar a precisar el momento en qué estos propagulos dejan de ser Utiles como controladores
bioldgicos, y por si sola esta técnica facilita en gran medida la caracterizacion de patrones de
dispersion por aire, los cuales aun no han sido estudiados de manera satisfactoria en M. acridum
(Meyling y Eilenberg, 2007).

La extraccion de ADN de pequefios organismos y/o propagulos colectados del aire es
laboriosa debido a que éstos suelen encontrarse en pequefias cantidades, asi que, en principio, el
método de muestreo debe ser el mas adecuado. En el caso del método planteado aqui, se utiliza una
trampa de esporas tipo Hirst (Burkard) para colectar las muestras. Este tipo de muestreador es de
funcionamiento continuo por lo que se puede colectar cantidad suficiente de conidios de M. acridum
para realizar una extraccion adecuada de ADN. Otro aspecto crucial consiste en la ruptura de la
pared celular. La manera mas comun de realizar esto es mediante el uso de nitrégeno liquido y
posterior maceramiento en un mortero. Aunque este método puede ser adecuado para micelio y
esporas en grandes cantidades, en el caso de los pequefios conidios colectados del aire se corre el
riesgo de perder gran cantidad de ADN durante el proceso, por ello la utilizacién del equipo Fast-prep
(Thermo) facilita este paso y junto con el empleo del glicbgeno, que es un acarreador de ADN, se
pueden recobrar cantidades de ADN que aunque minimas son suficientes para llevar a cabo una
reaccion de PCR. Aunque hay que resaltar el hecho de que deben adecuarse las condiciones de
velocidad y tiempo de este equipo, y como puede apreciarse el método de extraccion planteado

permite la deteccion de hasta un conidio de muestra.
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Los oligonucle6tidos utilizados tienen la particularidad de trabajar en un esquema de PCR
anidada, lo cual aumenta la sensibilidad, aunque duplica el tiempo de reaccion requerido. En una
PCR anidada el producto de la primera PCR se utiliza como molde para la segunda, hay mas ciclos
de replicacién y la sensibilidad aumenta, aunque se presenta el inconveniente de que este
incremento en la sensibilidad deje al descubierto sefiales de contaminacion que en una PCR simple
no se hubieran detectado, por ello debe tenerse especial cuidado al momento de manipular los tubos

y sus contenidos.

Otra razdn de la gran sensibilidad encontrada radica en los oligonucledétidos utilizados. Estos
oligonucledtidos fueron disefiados usando las regiones ITS del ADNr. Estas regiones ITS
evolucionan rapidamente y por consiguiente son altamente variables, mostrando diferencias entre
especies cercanamente emparentadas a Metarhizium acridum (Driver et al., 2000). Como el ADNr
esta presente en multiples copias en la mayoria de los genomas fungicos, la deteccién por PCR de

estas regiones es mas sensible que regiones de una sola copia.

6.2 Optimizacion de los oligonucleétidos OPA-04(526) 1F, 1R, 2F y 2R

Los marcadores AB28, TW81, MaclTSspF y R, disefiados por Entz y colaboradores (2005),
mostraron una gran sensibilidad y resultaron especificos para todos los aislamientos de M. acridum
probados segun lo publicado por ellos. Sin embargo, y segin los mismos autores, también dieron
una reaccion positiva a aislamientos de Metarhizium flavoviride var. minus, y con excepcion de
Metarhizium anisopliae var. anisopliae que no dio una reaccion positiva con estos oligonucleétidos,
ninguna otra especie o variedad de los clados del género Metarhizium propuestos por Driver y
colaboradores en 2000 fueron analizados. En nuestro estudio se analizaron estas mismos
oligonucledétidos con otras especies y variedades y se demostré que estos oligonucleétidos (los de
Entz et al. 2005) tuvieron una respuesta positiva para: M. anisopliae var. majus, M. flavoviride var.
minus, M. flavoviride tipo e y M. flavoviride var. novazealandicum. Esta falta de especificidad
representa un problema que puede ser mas o menos grave dependiendo del sitio del que provengan
los potenciales nuevos aislamientos que se deseen estudiar con estos marcadores, ya que no todas
las especies y variedades del género Metarhizium presentan la misma distribucién en el mundo
(Driver et al., 2000).

Durante 2005 y sobre la base de los estudios de taxonomia molecular de Cano (2003), Arroyo

(2005) desarrolld6 marcadores SCARS especificos para la deteccion de M. acridum que fueron

88



denominados Mal60opa05a y b. Estos marcadores a pesar de ser altamente especificos carecian
de una sensibilidad adecuada, ya que sélo permitian la deteccién de concentraciones superiores a
los 1000 conidios. Debido a ello, se redisefiaron y se obtuvieron 2 pares de oligonucleétidos que
trabajan de manera conjunta en un esquema de PCR anidada, similar al empleado por Entz y
colaboradores (2005). Esos marcadores resultantes son los OPA-04(526) que se analizaron en este
estudio.

El uso de la PCR-anidada tiene la ventaja de una gran sensibilidad comparada con una PCR
normal de un solo paso. Como se puede apreciar en la figura 53A el primer par de marcadores
detect6 hasta 10,000 conidios, mientras que el segundo par detecté hasta 1 conidio. Esta misma
sensibilidad fue mostrada por los oligonucleétidos de Entz y colaboradores (figura 54B). Otra ventaja
es que la potencial presencia de inhibidores de PCR se reduce de manera significativa durante la
segunda reaccion de PCR. Las desventajas de la PCR anidada, consisten en que se duplica el
tiempo requerido para la reaccion y la misma sensibilidad puede revelar contaminacion que no seria
visible en una PCR normal, razon por la cual deben extremarse las precauciones al momento de

manipular las diferentes muestras con el fin de evitar contaminacion.

En cuanto a la especificidad se encontré que los oligonucleétidos son especificos Unicamente
para M. acridum. Se probaron aislamientos de Australia, México y Nigeria y en los 3 casos la
amplificacién por PCR se llevé a cabo, lo cual demuestra que pueden ser utilizados de manera
extensa. Con el resto de especies y variedades empleadas no existié respuesta positiva lo cual
asegura su especificidad. Por lo anterior, los oligonucle6tidos OPA-04(526) son un instrumento
valioso y adecuado para la identificacion molecular del hongo entomopatégeno M. acridum y tiene
potencial de ser mejorado mediante el uso de PCR en tiempo real, o que permitiria cuantificar el

numero de conidios presentes.

6.3 Persistencia

Los resultados presentados indican que el hongo M. acridum tiene la capacidad de mantenerse
viable y detectable 1 afio 4 meses en suelo, y cerca de 9 meses en la cubierta vegetal y en el aire,
con periodos de ausencia entre las detecciones. Estudios previos han encontrado que este hongo es
capaz de persistir viable por tiempos variables en suelo: Hu y Leger (2002) reportaron que
ejemplares recombinantes de M. acridum aplicados en suelos de zonas templadas decaen en su

concentracion inicial de 10°/g de suelo a 10%g de suelo al cabo de unos meses, excepto en la zona
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de la rizésfera donde se mantienen las concentraciones iniciales. Milner y colaboradores (2003a)
evaluaron la persistencia de formulaciones comerciales de M. anisopliae variedades anisopliae y
lepidiotum aplicadas en campos de cultivo de cafia de azucar australianos y descubrieron que
mantuvieron su persistencia en el suelo durante 3.5 afios, similar a lo publicado por Vaenninen et al.
(2000) cuando evaluaron la persistencia de aplicaciones de M. anisopliae en zonas de cultivo
finlandesas (con nieve en invierno) y descubrieron que muestras de suelo de estas zonas son
capaces de infectar a larvas de Tenebrio sp. hasta 3 afios después de haber sido aplicadas.
También se sabe que M. anisopliae tiene la capacidad de mantenerse viable en arena estéril hasta 8
meses a 25 °C (Kaaya et al., 1996) y 183 dias en suelo de zonas de cultivo (Ekesi et al., 2005) por lo
que los resultados obtenidos en este estudio estan de acuerdo con los intervalos de tiempo
reportados por estos autores. El periodo de estudio terminé después de 18 meses, detectandose

todavia el hongo, asi que es probable que se mantenga viable mas tiempo.

Un aspecto en que difieren nuestros resultados de los estudios mencionados anteriormente,
es que en ellos la concentracién de M. anisopliae declinaba de manera continua y en nuestro caso
hay periodos en los que la concentracion aumenta de manera importante (principalmente durante el
mes de marzo), lo que también se ve reflejado en la cubierta vegetal y en menor medida en el aire
(Figs. 65-67).

Aungue la mayoria de los estudios no reportan incrementos en las concentraciones del
hongo conforme transcurre el tiempo, al menos uno de ellos da cuenta de manera indirecta de un
aumento en las concentraciones. Bruck y Donahue (2007) inocularon M. anisopliae junto con tierra
en recipientes para plantas ornamentales y evaluaron el porcentaje de mortalidad del gorgojo
Otiorhynchus sulcatus, y encontraron una tasa decreciente en la mortalidad para después medir un
incremento en la mortalidad a las 23 semanas. Aunque estos autores no cuantificaron la
concentracion de M. anisopliae, establecieron como hipétesis que las concentraciones del hongo

debieron de haber aumentado y por eso se elevé la tasa de mortalidad.

El incremento en la cantidad de UFC/g de suelo medido por nosotros podria haberse
manifestado debido a practicas agricolas. Observaciones de campo durante el periodo en que se
detectd la elevacion mostraron que el suelo fue removido para preparar la préxima siembra.
Proponemos la hipotesis de que esta actividad movilizé los conidios que se situaban a profundidades
mayores de 15 cm (profundidad méaxima de muestreo de este estudio) hacia la superficie e incluso

los liber6 a la atmdésfera, ya que también fueron detectados aumentos subitos en la cubierta vegetal y
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en el aire. Esto se reafirma observando los resultados de los andlisis quimicos del suelo, ya que de
febrero a marzo se detecta un incremento importante en el pH y el calcio que no pueden ser
atribuidos a la aplicaciéon de fertilizantes. Esto se explica porque el tipo de suelo de la zona de
estudio es un cambisol calcareo (Ayuntamiento-Atzitzihnuacan, 2007). Este tipo de suelos presentan
capas de rocas calcareas a 20-50 cm de profundidad y al momento de preparar la tierra, porciones
de estd capa son arrastradas a la superficie y como consecuencia aumenta el pH y las

concentraciones de calcio.

Se requiere realizar mas investigaciones acerca de la persistencia en zonas agricolas para
verificar si este comportamiento se repite, ya que otros estudios han mostrado que M. anisopliae es
una especie que es mas comun en ambientes perturbados por el hombre, como sucede en Canada,
donde este hongo es mas frecuente en campos agricolas (Bidochka et al., 1998), o en Dinamarca
donde se ha encontrado que es mas abundante en habitats expuesto al sol como los campos de
cultivo (Steenberg et al., 1995) y Jabbour y Barbercheck (2009) publicaron un articulo en que habian
hecho determinaciones de la presencia de hongos entomopatégenos en campos de cultivo y
observaron con mayor frecuencia presencia de Metarhizium anisopliae en los campos donde habia

existido gran trabajo del arado.

La gran cantidad de UFC cuantificadas en suelo demuestra el potencial de acumulacion de M.
acridum, sin embargo, estas unidades se situan a una profundidad de 10 a 15 cm, situacién que las
hace inaccesibles para los chapulines de la especie Sphenarium purpurascens, ya que estos
insectos pasan la mayor parte de su vida sobre la cubierta vegetal, ademas de que para esas fechas
ya habia concluido su ciclo de vida; e incluso las grandes concentraciones tendrian poco efecto
sobre las ootecas, porque los individuos de esta especie las entierran a una profundidad de 3 cm en
promedio (Cueva Del Castillo, 2003). Es poco probable que en la superficie del suelo se encuentren
conidios viables en concentraciones apreciables, debido a que éstos son muy sensibles a altas
temperaturas y a la radiacién solar. En la zona de estudio se alcanzan temperatura en la superficie
del suelo de mas de 45°C durante los meses de secas y sin abrigo de plantas cercanas. A dichas
temperaturas se empieza a perder viabilidad de los conidios rapidamente (Rangel et al., 2005), por lo
tanto, las altas concentraciones registradas en suelo tendrian poco efecto como controladores

biolégicos de Sphenarium purpurascens.

Por lo anterior seria recomendable evaluar el impacto del hongo sobre organismos no-blanco

de la zona de estudio, ya que las altas concentraciones podrian significar un riesgo para los
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organismos del suelo que sean susceptibles. Se ha demostrado que acaros colémbolos, dipteros
pequefios y larvas de coledpteros son susceptibles a algunos aislamientos de Metarhizium y capaces

de transportar los conidios pasivamente a través de las capas del suelo (Zimmermann y Bode, 1983).

En lo referente al comportamiento del hongo en la cubierta vegetal, en este estudio se
encontré que las concentraciones iniciales en la cubierta vegetal fueron muy altas, superiores casi 5
veces a las cuantificadas en suelo, pero éstas decayeron casi totalmente después de una semana.
El hecho de que fue posible detectar ADN de M. acridum sobre la cubierta vegetal, pero no
cuantificar conidios desarrollados (una vez procesadas las muestras en el laboratorio), indica que
estos se encontraban presentes pero no eran viables. Se ha demostrado que la radiacion ultravioleta
del sol puede causar la inactivaciéon de los conidios en horas (Braga et al., 2001; Rangel et al., 2004)
y la lluvia reducir su viabilidad en algunos dias (Inyang et al., 2000). Los ligeros repuntes en la
concentracion, detectados posteriormente, probablemente se deban a conidios transportados por el

viento desde el suelo hacia la cubierta vegetal.

Existen pocos estudios publicados en los que se evallo la persistencia en cubierta vegetal,
los cuales mostraron resultados similares a los nuestros. Moore et al., (1996) reportaron que la vida
media de conidios sobre vegetacion tratada fue de 4.3 dias. Inyang y colaboradores (2000) simularon
lluvia y encontraron reducciones en la viabilidad de las esporas al cabo de una semana. Hunter et al.,
(2001) reportaron que la persistencia de M. acridum se mantuvo cerca de 7 dias en la vegetacion de
zonas de cultivo australianas. La disminucion abrupta en las concentraciones de M. acridum en la
cubierta vegetal, observada en este estudio, demuestra que un manejo eficiente de plagas debe
incluir aspersiones frecuentes con intervalos de una semana entre ellos, para mantener elevadas
concentraciones de conidios en las plantas con el fin de lograr la infeccion de los insectos, sobre

todo si las precipitaciones son abundantes.

Respecto a la persistencia en aire, es posible apreciar que no se detectaron conidios el dia de
la aspersion del hongo (cuadro 5) con el muestreador de particulas viables, pero si con la trampa de
esporas tipo Hirst (cuadro 8). Los conidios de M. acridum se encontraban dispersos en una base
oleosa al momento de ser asperjados, y estos resultados muestran que los conidios pueden liberarse
del aceite acarreador tiempo después (algunas horas) y transportarse al aire desde el suelo y la
cubierta vegetal, por lo que si se detectan en la trampa de esporas Hirst ese mismo dia. Esto
ejemplifica la necesidad de usar muestreadores de tipo continuo para conocer con precision la

dinamica atmosférica de particulas biologicas en los campos de cultivo. Sélo se ha reportado un
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estudio que evalle persistencia de conidios en aire. Darbro y Thomas (2009) estudiaron la
persistencia de conidios de Metarhizium anisopliae en ambientes cerrados (con el objetivo de
analizar su efectividad contra mosquitos vectores de malaria y dengue). Estos autores aplicaron un
formulado oleoso a piezas de tela situadas en el techo (a una concentracion de 2.0 x 10" conidios) y
después pusieron un muestreador 180 cm debajo de las telas y midieron la concentracion de
conidios en el aire. Los investigadores encontraron que los aislamientos usados por ellos
mantuvieron su viabilidad so6lo por una semana, en cambio, en este estudio aun se detectaban 1151
UFC/m?® viables en el aire una semana después, a pesar de ser un campo abierto. Hay que aclarar
gue trabajaron con M. anisopliae (sin especificar variedad) y reconocen que algunos aislamientos
usados por ellos han demostrado tener viabilidad de mas de 3 semanas en otros experimentos. En
cuanto a concentraciones, Darbro y Thomas (2009) reportaron que sus concentraciones iniciales
decayeron de 7,000 conidios/m® a 500 conidios/m® en sélo 48 h. Como puede apreciarse, dada la
naturaleza diferente de ambos estudios, es dificil hacer una comparacion pero los dos coinciden en

la rapidez con la que se pierde viabilidad.

Finalmente, la revision de Zimmerman (2007) reporta que M. anisopliae no se encuentra
naturalmente en el aire, aunque puede ser transportado por agentes externos. Los resultados, tanto
del muestreador de particulas viables como de la trampa de esporas muestran que los conidios
asperjados en campo tienen la capacidad de ser introducidos en la atmdsfera, ya que fueron

detectados en numerosas ocasiones (32 dias segun la trampa de esporas tipo Hirst).

6.4 Correlaciones con parametros meteoroldgicos

Varios estudios se han enfocado en el efecto de las variables climaticas, encontrandose que las
principales son la humedad, radiacién solar y temperatura (Bateman et al., 1993; Rangel et al., 2004,
2005). En general, la humedad debe ser alta para lograr la germinacién de los conidios, pero no hay
estudios publicados que indiquen el efecto de ésta a largo plazo. En este estudio hay 4 variables
relacionadas con la humedad, que son la precipitacién, la humedad relativa, la evaporacién potencial
y la evapotranspiracion de referencia. De manera interesante la precipitacion sdélo mostrd

correlaciones significativas con la cantidad de UFC en aire.

McCartney (1991) demostré que grandes gotas de lluvia que caen sobre una planta pueden
provocar la liberacion de esporas de dos formas. En la primera, el impacto del agua sobre la hoja

puede agitarla e impartir movimiento a la espora. La otra forma puede deberse a corrientes de aire
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provocadas por las gotas de lluvia. De esta forma, la liberacién de los conidios de la cubierta vegetal

provoca un aumento en la concentracion de conidios en el aire.

La humedad relativa indica el porcentaje de humedad que contiene el aire respecto al total
que podria alcanzar y tiene una relacion estrecha y directa con la temperatura y humedad del suelo.
En el caso de las UFC encontradas en suelo se presentd una correlacion negativa, probablemente
debido a que la intensa humedad favorece el crecimiento de organismos competidores y
depredadores de M. acridum, lo que reduce su poblacion, tal como plantean Keller y Zimmermann
(1989) y Hajek (1997), quienes establecen que las especies del género Metarhizium son pobres
competidores de los recursos organicos, comparados con los hongos saprofitos oportunistas; o
también podria deberse a una reduccién en los niveles de oxigeno (Jabbour y Barbercheck, 2009) .
Esto parece confirmarse con las correlaciones encontradas en los casos de la evaporacién potencial
y la evapotranspiracion de referencia. Estas son medidas que indican la pérdida de agua de una
zoha y como puede apreciarse (cuadro 9) las correlaciones fueron positivas para suelo, justo lo
contrario de lo observado con la humedad relativa. Estos datos parecen validar la hipétesis de que

un exceso de humedad es perjudicial para la sobrevivencia del hongo a largo plazo en el campo.

En cuanto al viento, se not6 una correlacién positiva con las UFC detectadas en suelo,
probablemente debido a que el flujo de aire remueve los conidios de la cubierta vegetal o de los
insectos y los deposita en el suelo. Aunque no se ha determinado la velocidad del viento necesario
para remover conidios de Metarhizium acridum de la cubierta vegetal, experimentos con Aspergillus
fumigatus, Cladosporium spp. y Penicillum spp. (Pasanen et al., 1991) han descrito que se necesitan
velocidades de viento entre 0.5 m/s y 1 m/s. En la zona de estudio que evaluamos, las velocidades

del viento varian de 1.08 m/s (velocidad promedio) a 6.6 m/s (velocidad maxima).

Otra correlacién observada fue entre la cantidad de UFC en aire respecto a la radiacion solar
maxima. De manera inesperada la correlacion fue positiva, lo cual indica que parece existir un
aumento en la concentracion conforme se invrementa la radiacion solar maxima. Diversos estudios
como los ya citados de Braga et al. (2001) y Rangel et al. (2004), muestran que la radiacion UV del
sol puede producir la inactivacion de los conidios en cuestion de horas. Una posible explicacion del
resultado mostrado por nosotros podria deberse a que la radiacién solar provoca la elevacion de
temperatura sobre la superficie foliar y disminuye la humedad sobre la hoja, de esta manera la
tension superficial que mantiene el conidio unido a la hoja disminuye y puede ser liberado, tal como

plantean Jones y Harrison (2004).
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6.5 Analisis de parametros fisicoquimicos del suelo

Las unicas correlaciones significativas encontradas fueron con la conductividad eléctrica y el
porcentaje de nitrégeno. Debido a problemas técnicos no se pudieron evaluar todas las fechas con
las que se hicieron los otros andlisis, pero se decidié incluir la informacién debido a que las
condiciones del suelo son bastante estables en el tiempo, pero se advierte del hecho para tomar las
debidas reservas al momento de considerar estos resultados. Hasta el momento no se ha
determinado el efecto de la conductividad eléctrica sobre el crecimiento de M. acridum u otros
hongos entomopatégenos, pero se sabe que conductividades eléctricas altas pueden favorecer el

crecimiento de hongos saprofitos como Phytophthora cryptogea (MacDonald, 1984).

En cuanto al porcentaje de nitrdgeno, Gao et al. (2007) analizaron in vitro el efecto de las
concentraciones de carbono y nitrégeno en el crecimiento y esporulacién de varios aislamientos de
hongos biocontroladores, entre ellos Metarhizium anisopliae. Encontraron que intervalos en las
proporciones de C:N de 10:1 a 80:1 son los mejores para provocar crecimientos 6ptimos del hongo.
Sin embargo, esas concentraciones de C:N tienen un impacto negativo sobre la esporulacién, ya que
los resultados de Gao et al. (2007) mostraron que las tasas de esporulacién son bajas a esas
proporciones de C:N (observaron que las maximas cantidades de conidios se producen a
proporciones de C:N de 160:1). Asimismo, Mustafa y Kaur (2009) reportaron que las tasas de
crecimiento y esporulacion también se ven influidas por el aislamiento en si mismo y por la fuente de
carbono y de nitrégeno. De los datos obtenidos se ha estimado que las proporciones de C:N de la
zona de estudio estuvieron en un intervalo de 5.8:1 a 11.1:1, suficientes para un crecimiento 6ptimo
de M. acridum, lo que podria explicar en parte el incremento detectado en las concentraciones del

hongo en suelo.
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6.6 Recomendacion para el uso adecuado y eficiente de M. acridum en zonas rurales
para lograr un control eficiente de chapulines y langostas

De acuerdo con V. M. Hernandez Velazquez (com. pers.), la concentracion letal media de M. acridum
para Sphenarium purpurascens es de 1.4 x 10* conidios. Durante la aspersion inicial los individuos
alcanzados directamente por el formulado reciben la cantidad necesaria de conidios para causarles
la muerte. En el caso de los individuos a los que la rafaga inicial no les alcanzé, o que llegaron
después a la zona, pueden ser infectados al momento de alimentarse de la vegetacion con residuos

de conidios.

Con los resultados obtenidos se puede apreciar que las concentraciones de M. acridum
presentes en el area de estudio s6lo son suficientes durante la primera semana para infectar a los
chapulines y se puede concluir que un manejo eficiente de la plaga debe incluir aspersiones
frecuentes, con intervalos de una semana entre ellos para mantener concentraciones de conidios en
las plantas lo suficientemente grandes para lograr la infeccién de los individuos no alcanzados
directamente, sobre todo si las precipitaciones son abundantes. El nimero de aspersiones deberia
basarse en observaciones de campo, pero dado que los chapulines tardan en morir de 1 a 2
semanas, se sugieren al menos dos aspersiones. De hecho, este es el esquema que sigue
actualmente en diversas partes del pais para el control de la langosta (Schistocerca piceifrons
piceifrons), por ejemplo en Yucatan y Tamaulipas, s6lo que los intervalos entre aspersiones son de 2
0 3 semanas, el nimero de aspersiones son tres y se inician cuando los organismos juveniles estan
emergiendo (informacién proporcionada por la Junta Local de Sanidad Vegetal de Tizimin, Yucatan).
Sin embargo, los datos de la presencia de M. acridum en suelo hacen recomendar prudencia antes
de tomar la determinacion de realizar varias aspersiones. Hay evidencia de que M. acridum puede
causar reacciones alérgicas en humanos (Goettel et al., 2001) y se ha documentado que M.
anisopliae (sin especificar variedad) provocé reacciones asmaticas en campesinos brasilefios de
campos de cafia de azlcar, donde se emplea de manera abundante como agente microbiano contra
varias plagas (Barbieri et al., 2005). Otros estudios realizados en ratas y ratones mostraron evidencia
contradictoria respecto al potencial del hongo de causar enfermedades pulmonares (ver revision en
Zimmermann, 2007). Experimentos adicionales han demostrado que algunos aislamientos de M.
anisopliae presentan resistencia a los antimicéticos terapéuticos mas usados (itraconazol, fluconazol,

ketoconazol y 5-flucitosina) (Burgner et al.,, 1998; Revankar et al.,, 1999). Debido a lo anterior,
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Zimmermann (2007) recomienda tomar precauciones para evitar el contacto del hongo con la piel,
como puede ser el uso de guantes y evitar la inhalacién prolongada de los conidios.

Segun los resultados obtenidos de este estudio, el posible riesgo derivado de la inhalacion de
conidios se presentaria s6lo durante la primera semana, de acuerdo con los datos del muestreador
de particulas viables, donde se indica que las mayores concentraciones en la atmosfera se
presentan durante la primera semana, y con ayuda de la trampa de esporas Hirst se puede observar

que la presencia de ADN del hongo se limita a algunos dias.

Un hombre saludable en reposo respira de 6 a 10 litros de aire por minuto y el volumen puede
incrementarse hasta 200 litros con actividad fisica intensa (Platonov, 2002). Haciendo algunos
célculos, durante 2 h se aspirarian al menos 0.72 m® de aire (estando en completo reposo) y si la
actividad es intensa hasta 24 m®. Por lo tanto, y dependiendo de la intensidad de la actividad fisica,
una persona situada 2 horas en el campo donde se asperjo el hongo podria respirar de 828 hasta
27,624 conidios durante los primeros dias. Por lo anterior se recomienda, con el fin de minimizar
riesgos, tratar de no visitar la zona donde se asperjo el hongo por un par de dias (si es posible) o

emplear mascarillas.

En resumen, varias aspersiones de M. acridum con intervalos de una semana entre ellas
parecen ser la mejor forma de lograr las concentraciones necesarias del hongo y estables en el
tiempo para poder reducir las poblaciones de chapulines. También se recomienda el uso de guantes
y reducir la exposicién prolongada al aire de la zona, sin proteccién, durante los primeros dias luego

de las aspersiones.

Finalmente, se solicita prudencia al extrapolar estos resultados a otras regiones. Cambios en
las condiciones ambientales, edafoldgicas, asi como variaciones en el tipo de cubierta vegetal
podrian ocasionar que el comportamiento de M. acridum fuera diferente, tal como se presento en las
tres rancherias de Tizimin, donde no fue posible detectar a M. acridum a pesar de haber sido
asperjado varias veces, por lo tanto, la recomendacion final es hacer, en la medida de lo posible,
evaluaciones periddicas de la poblacién del hongo para determinar si hay acumulacién o abatimiento

de las concentraciones y actuar en consecuencia.
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VII. CONCLUSIONES

Las conclusiones a las que lleg6 este trabajo son las siguientes:

1. Las técnicas moleculares empleadas y desarrolladas en este estudio demostraron ser adecuadas
y Utiles para la deteccion molecular del hongo entomopatégeno Metarhizium acridum en el
ambiente de zonas rurales. En particular, los oligonucleétidos OPA-04(526) mostraron ser

altamente especificos para los aislamientos del hongo empleados en México.

2. En cuanto a la determinacién de persistencia, la poblacion de M. acridum fluctia de manera
importante a través del tiempo y tiene el potencial de acumularse en suelo si las condiciones son
propicias. Las condiciones meteoroldégicas que mostraron correlaciones positivas fueron la
velocidad del viento, evaporacion potencial y evapotranspiracion de referencia. La humedad
relativa mostré una correlacion negativa. En cuanto a parametros fisicoquimicos, la conductividad

eléctrica y el porcentaje de carbono-nitrégeno presentaron correlaciones positivas.

3. Respecto a la cubierta vegetal, se observd que los conidios presentes decaen rapidamente
minimizando su efecto como agentes microbianos. Por ello, las aspersiones deben hacerse de
manera frecuente (semanalmente) para lograr un mejor control de las plagas a combatir. No se

encontraron correlaciones significativas con los parAmetros meteorol6gicos.

4. En el caso del aire, se detectan concentraciones elevadas de conidios los primeros dias, por ello
se recomienda reducir la exposicién de las personas con el fin de minimizar los posibles riesgos.
Unicamente la precipitacion y la radiacién solar mostraron correlaciones significativas con las

concentraciones de M. acridum en el aire durante el tiempo de estudio.

5. Aungue estudios de bioseguridad demuestran que este hongo afecta relativamente pocos
organismos no-blanco, seria conveniente efectuar mas investigaciones para descartar algin
posible perjuicio ecoldgico a otras especies, debido a las grandes cantidades que puede alcanzar

en el suelo.
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IX. APENDICES

Cuadro 10. Numero de unidades formadoras de colonias (UFC) de M. acridum cuantificadas en

suelo, vegetacion y aire en la zona de estudio.

UFC/g suelo UFC/g vegetacion UFC/m? aire

(Promedio + Desv. (Promedio * Desv. (Promedio * Desv.

Est.) Est.) Est.)
31/05/07 | 0+0 0+0 0+0
12/06/07 | 0+0 00 0+0
20/06/07 | 0+0 0+0 0+0
03/07/07 | 0+0 0+0 0+0
17/08/07 | 31000+4000.00 122500+43133.51 0+0
24/08/07 | 12900+1489.96 0+0 1151+324.29
31/08/07 | 21767+8352.44 800+909.21 0+0
06/09/07 | 33833+22250.46 0+0 0+0
13/09/07 | 17767+11111.40 1166.66+288.67 171+215.64
20/09/07 | 9225+2698.61 3750+5678.90 142+93.61
27/09/07 | 33725+24800.18 0+0 0+0
04/10/07 | 1750+2872.28 0+0 0+0
11/10/07 | 10900+12128.75 11733.33£14100.11 | 11+11.70
18/10/07 | 50+100.00 5500+£10344.08 69+3.34
26/10/07 | 500+577.35 0+0 45+63.52
11/12/07 | 0+0.00 1800+1681.26 0+0
18/01/08 | 13000+9451.63 0+0 0+0
05/02/08 | 10000+6928.20 0+0 2+2.50
22/02/08 | 0£0.00 5000+10000 4+5.01
07/03/08 | 142666+71703.09 116000+£130066.65 | 85+100.29
28/03/08 | 48700+24371.29 12200+23867.41 0+0
11/04/08 | 30000+22842.06 75000£70710.67 2+2.50
25/04/08 | 45400+26640.32 2700+1509.96 0+0
09/05/08 | 0+0 0+0 0+0
26/05/08 | 0+0 0+0 0+0
27/06/08 | 0+0 0+0 0+0
13/08/08 | 16000+£5656.85 0+0 1+1.67
10/09/08 | 12000+1414.21 0+0 0+0
01/10/08 | 0+0 0+0 0+0
03/12/08 | 4133+230.94 0+0 0+0
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Cuadro 11. Parametros quimicos del suelo durante 14 fechas de evaluacion.

pH  Conductividad | Cationes intercambiables cmol/kg P %C %N |

eléctrica Ca™ Mg™ | K* | Na* disponible Total  Total

us/cm ‘ ‘ mg/kg
01/08/07 | 7.84 | 1770.5 8.60 2.69 |3.01 |0.029 216.20 N.D. *
17/08/07 | 5.39 | 448.0 9.35 3.37 | 1.49 | 0.061 43.36 * *
16/09/07 | 4.17 | 418.5 4.40 1.28 | 0.71 | 0.024 62.39 * *
26/10/07 | 4.83 | 95.8 7.36 2.12 |0.44 |0.038 36.67 * *
11/12/07 | 5.17 | 255.5 7.38 1.87 | 0.39 | 0.051 65.77 * *
22/02/08 | 4.96 | 125.0 7.27 2.16 |0.45 |0.045 53.34 * *
07/03/08 | 6.26 | * 9.05 2.80 |0.07 |1.02 47.04 1.45 0.25
11/04/08 | 6.02 | * 7.49 2.37 10.04 |0.89 35.44 1.26 0.12
09/05/08 | 5.72 | * 8.49 2.57 | 0.07 |0.81 37.53 1.47 0.16
27/06/08 | 5.24 | * 5.37 1.28 |0.05 |0.43 44.36 141 0.14
13/08/08 | 5.64 | * 6.93 1.97 | 0.06 |0.62 38.49 1.47 0.14
10/09/08 | 5.53 | * 5.93 142 |0.06 |0.32 50.02 141 0.14
01/10/08 | 6.07 | * 11.36 3.65 | 0.05 | 0.89 24.64 1.89 0.17
03/12/08 | 5.82 | * 8.73 241 |0.02 |0.49 34.34 1.37 0.13
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Cuadro 12. Datos de precipitacion, temperatura y velocidad y direccion del viento maxima
registrados en cada dia de muestreo.

Velocidad

Precipitacion T. Max T. Med viento max | Direccion viento v

(mm) (°C) (°C) (Km/hr) max
17/08/2007 |47 26 14.5 19.6 8.7 @)
24/08/2007 | 34.2 24.7 14.3 17.86 8.4 S
31/08/2007 | 29.2 25.3 13.6 18.51 7.6 N
06/09/2007 | 5 25.3 13 18.3 14.9 N
13/09/2007 | 0.2 25.1 13.9 19.16 6.0 SO
20/09/2007 | 1.2 25 12.8 18.46 7.5 SO
27/09/2007 | 1.6 24.1 12.8 18.35 9.4 SO
04/10/2007 |0 24.1 11.6 17.01 11.1 SO
11/10/2007 |0 25.4 11.2 18.29 8.1 S
18/10/2007 |0 25.2 14.1 18.44 13.2 SO
26/10/2007 |0 23.1 9.1 18.72 6.7 S
11/12/2007 |0 26.2 12.5 18.05 7.3 SE
18/01/2008 |0 22.6 8.5 15.72 18.8 SO
05/02/2008 | 0 26.5 10 18.23 19.2 @)
22/02/2008 | 0 28.9 10.5 19.69 11.2 SO
07/03/2008 | 0 25.5 9.9 18.62 21.2 SO
28/03/2008 | 0 30.9 13.1 22.19 11.7 SO
11/04/2008 |0 31.6 14.1 22.78 26.1 N
25/04/2008 | 0 31.6 13.7 22.59 23.3 NE
09/05/2008 | 0 30.7 16.4 23.82 15.3 SO
26/05/2008 | 12.2 27.2 15.3 20.5 12.0 SO
27/06/2008 | 0.6 26.4 13.2 19.41 13.1 SO
13/08/2008 |0 25.5 12.2 18.53 15.2 @)
10/09/2008 | 3.2 25.7 15.4 19.54 8.5 SO
01/10/2008 | 0 26.8 8.6 17.67 11.8 E
03/12/2008 | 0 24.4 6.5 14.87 10.7 SO
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Cuadro 13. Datos de direccion de viento promedio, humedad relativa, evapotranspiracion de
referencia, evaporacion potencial, velocidad de viento promedio y radiacion solar maxima registrados
en cada dia de muestreo.

Evapotranspiracién Evaporacion Velocidad Radiacion
Direccion viento  relativa referencia potencial viento solar max
Fecha

promedio (%) (mm/dia) (mm/dia) promedio  (w/m?)
17/08/2007 | SO 78.88 4 2.67 2.63 1123.3
24/08/2007 | SO 86.14 4.3 2.7 2.57 1171.4
31/08/2007 | SO 76.3 3.3 2.57 3.04 1041.8
06/09/2007 | S 81.68 4.4 2.82 2.63 1030.1
13/09/2007 | SE 74.46 4.8 3.2 2.52 1041.8
20/09/2007 | SO 78.27 4.6 3.04 2.84 1048.6
27/09/2007 | O 82.44 2.7 2.11 2.21 1027.1
04/10/2007 | NO 79.43 4 2.73 3.22 1024.2
11/10/2007 | O 73.52 4.4 3.03 2.56 1027.6
18/10/2007 | O 79.68 3.2 2.38 3.12 1024.2
26/10/2007 | SO 53.86 2.5 4.44 3.69 914.8
11/12/2007 | SO 42.3 4.2 4.05 4.04 853.2
18/01/2008 | O 54.08 4 3.59 6.13 931.4
05/02/2008 | S 34.46 5.5 4.86 5.74 9314
22/02/2008 | S 33.67 5.2 4.6 4.11 958.2
07/03/2008 | E 17.66 6.3 6.01 7.23 1039.3
28/03/2008 | O 35.57 5.9 4.75 3.73 1018.3
11/04/2008 | SO 29.56 7 5.56 6.09 1031.0
25/04/2008 | SO 41.61 6.6 4.84 5.34 1034.9
09/05/2008 | SO 52.38 5.4 4.02 4.75 993.4
26/05/2008 | S 68.89 3.8 2.72 2.6 1132.3
27/06/2008 | O 66.74 4.2 3.23 3.77 1106.7
13/08/2008 | SO 78.77 5.3 3.21 3.55 1123.3
10/09/2008 | NO 83.23 4.4 2.79 2.41 1048.6
01/10/2008 | O 52.94 5.3 4.05 3.54 1024.2
03/12/2008 | O 44.67 4.1 4 3.78 893.2
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Abstract We describe a technique to detect the
presence of airborne conidia from the fungus
M. acridum (formerly Metarhizium anisopliae var.
acridum) (Hypocreales: Clavicipitaceae) with great
accuracy. Airborne conidia were collected using Hirst-
type spore traps. DNA extractions were optimized to
achieve the best possible recovery. DNA was exam-
ined using polymerase chain reaction (PCR) with
specific oligonucleotides to enable the detection of a
single conidium. Experiments using a mini-wind
tunnel were conducted to validate the method. Subse-
quently, this technique was applied to an agricultural
region of Mexico, where M. acridum was sprayed to
control the grasshopper, Sphenarium purpurascens,
population (Orthoptera: Pyrgomorphidae). M. acridum
conidia were detected 2 days after spraying in San
Mateo Coatepec (Puebla, site of grasshopper study).
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Clavicipitaceae

C. Calder6n-Ezquerro (P<)) - 1. Santiago-Lépez -

C. Guerrero-Guerra - M. E. Calderén-Segura

Centro de Ciencias de la Atmosfera, Circuito Exterior,
Ciudad Universitaria, Universidad Nacional Auténoma de
México (UNAM), 04510 México, D.F., Mexico

e-mail: mclce @atmosfera.unam.mx

M. R. Reyes-Montes - C. Toriello
Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad
de Medicina, UNAM, 04510 México, D.F., Mexico

1 Introduction

Locusts and grasshoppers are both common and unpre-
dictable pests. They cause enormous losses to crops
throughout the world. In weather conditions that favor
egg eclosion and plant growth, these insect populations
can increase rapidly to yield gregarious migratory
populations (Lomer et al. 2001). Unless proper and
definitive control measures are applied, these pests can
reach devastating proportions (Wilps 1997).

Currently, synthetic pesticides used to control the
desert locust and other harmful Orthoptera are toxic
for the environment and human health. For this reason,
there has been a growing interest in the development
of biological-control options. Among the best choices
for this purpose is the use of the entomopathogenic
fungus, M. acridum (formerly M. anisopliae var.
acridum) (Driver and Milner) J.F. Bischof., Rehner
and Humber stat. nov.; (Lacey et al. 2001; Lomer et al.
2001).

Numerous studies have focused on the assessment
of the virulence of various isolates of this fungus, as
well as the feasibility of its use as a microbial agent
(Hernandez-Velazquez et al. 2003; Hunter et al. 2005).
As a result, the commercial pesticide Green Muscle®
has been developed, which has proven to be effective
in controlling the desert locust (Schistocerca gregaria)
and red locust (Nomadacris septemfasciata) and
several species of African grasshoppers (Aston 2004;
Kooyman et al. 2003). More recent research in
Australia, using various fungal isolates, led to the
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production of Green Guard®, another commercial
pesticide effective against the Australian locust
(Chortoicetes terminifera), the migratory locust (Loc-
usta migratoria), and several more species (Hunter
2005).

Fungal efficacy in controlling locust populations
has been demonstrated in several places such as Africa
(Douthwaite et al. 2001; Lomer et al. 2001), Australia
(Hunter 2005; Milner and Hunter 2001), Brazil
(Magalhdes et al. 2001), and Mexico (Garcia-Gut-
iérrez et al. 2002; Hernandez-Velazquez et al. 2000).
However, despite these studies, little is known
regarding the basic ecological issues concerning fungi,
mainly in agroecosystems (Meyling and Eilenberg
2007). To produce a more efficient biological-control
agent, factors such as persistence, viability, and
dispersion of the microbial agent after its application
in the field, in addition to the effects of agricultural
practices, are indispensable (Barbosa 1998).

A review by Meyling and Eilenberg (2007) reveals
that there is lack of available information concerning
these factors for the entomopathogenic fungus M.
acridum. In addition, there is no information on the
possible presence of indigenous M. acridum popula-
tions in agroecosystems prior to fungal application. A
simple, molecular method using specific fungal DNA
oligonucleotides would be very useful in environmen-
tal investigations of this fungus. Conventional identi-
fication and counting methods for fungi and other
airborne microorganisms are dependent on light
microscopy or adequate culture techniques, which
are both cumbersome and time-consuming (Calderon
et al. 1995; Williams et al. 2001). These difficulties
have hindered routine sampling of biological particles.

Other methods have been developed to overcome
these drawbacks. Among the new approaches to detect
and identify diverse biological airborne particles are
immunoassays and ELISA (Brasel et al. 2005; Ken-
nedy et al. 1999; Kennedy and Wakeham 2008;
Schmechel et al. 1996; Wakeham and Kennedy
2010). However, the application of these methods is
limited by the difficulty in obtaining sufficiently
specific antibodies.

Methods based on DNA detection are currently
more commonly used. Polymerase chain reaction
(PCR) is a fast and specific procedure that allows the
detection of DNA target molecules in complex
mixtures, thus offering an alternative method for
fungal identification (Jurado et al. 2005). Several
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studies have used traditional PCR methods to identify
fungal species (Buchheidt and Hummel 2005; Cald-
eron et al. 2002a, b; Freeman et al. 2002; Mayoral et al.
2005; Taylor et al. 2005), whereas more recent studies
have used real-time PCR (Hamal 2007; Keswani et al.
2005; Klingspor and Jalal 2006; Rogers et al. 2009).

Most of the PCR-based fungal detection methods
are not readily adaptable for use in the field. Therefore,
specialized techniques are required that allow ade-
quate sampling such as DNA extraction and purifica-
tion, avoiding genetic material loss, and the
availability of specific oligonucleotides for specific
fungal species, and a specific and sensitive PCR assay.

This study describes the development of a molec-
ular detection technique specific for M. acridum
airborne conidia. In addition, this technique was used
to detect M. acridum in an amaranth crop in Puebla,
Mexico, after a fungal application was used to control
the grasshopper S. purpurascens (Orthoptera:
Pyrgomorphidae).

2 Materials and methods
2.1 Area of study

San Mateo Coatepec is a small community that is part
of the Atzizihuacin municipality located in the
western part of the state of Puebla. Its geographical
coordinates are 18° 48’ 33.45” N and 98° 39’ 10.82”
W. It consists of about 2,000 inhabitants.

The town is mainly dedicated to agricultural
activities, and it produces maize (Zea mays), beans
(Phaseolus vulgaris), squash (Cucurbita pepo), and
amaranth (Amaranthus hypochondriacus). It has a
semi-warm, subhumid climate with summer rains.
There are no sources of water (rivers or springs) within
the vicinity of the town. The predominant soil type is
cambisol (Ayuntamiento-Atzitzihuacan 2007).

Since the mid-1990s, this region has been infested
with grasshoppers (S. purpurascens), which have been
exclusively controlled using chemical pesticides. M.
acridum has never been applied as a biological-control
agent .

2.2 Spore source

Monospore M. acridum culture EH-502/8 was used in
this study. This culture was derived from the original
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MaPL40 strain, which has been successfully applied in
field trials (Hernandez-Velazquez et al. 2003). Strain
EH-502/8 was stored in a 10% glycerin solution in
liquid nitrogen at —196°C. It was deposited in the
Basic Mycology Laboratory culture collection in the
Microbiology and Parasitology Department in the
Faculty of Medicine at the Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) and registered in the
World Database Center for Microorganisms, WDCM,
as BMFM-UNAM 834 (C. Toriello, director). The
original culture was isolated from locust (Schistocerca
piceifrons ssp. piceifrons) from the Centro Nacional
de Referencia de Control Bioldgico of Mexico
(Direccion General de Sanidad Vegetal, Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion). The fungus was cultured in potato
dextrose agar (PDA) media for 2-3 weeks at 28°C
until spores formed.

2.3 Spore suspension for DNA extraction

A conidial suspension from PDA plates was obtained
by adding 5 ml of 1% sterile Nonidet P40 onto the
surface of the plate. The suspension was adjusted by
conidial quantification in a Neubauer chamber. Sub-
sequently, serial log;q dilutions were performed and
used for DNA extractions.

2.4 Spore walls rupture

The methods used to break spore walls and extract
DNA were described by Williams et al. (2001) and
Calderdn (2002a). A 250-ul spore suspension was
placed into 2-ml microtubes containing 0.2 g of glass
beads (400-455 pum in diameter that had been washed
with hydrochloric acid). Microtubes were shaken in a
Fast-Prep vortex (Thermo Savant NY, USA) three
times for 40-s period at 6 m/s and placed on ice for
2 min between periods. The same method and condi-
tions were used to DNA extraction from the conidia
impacted on the Melinex tape used in the Hirst-type
spore traps.

2.5 DNA extraction

DNA purification was carried out in 50 pl of spore
suspension using the method described by Lee and
Taylor (1990) and modified by Williams et al. (2001).
Briefly, 100 pl of phenol/chloroform (1:1) were added

to each microtube, vortexed for 10 s, and centrifuged
at 14,000 rpm for 15 min. The supernatant was
transferred to another tube containing 60 pl of cold
isopropanol, 4 pl of 6 M ammonium acetate, and
20 pg of glycogen (Roche, Switzerland). Microtubes
were stored at -20°C for 1 h and centrifuged for
15 min at 14,488 x g. The supernatant was discarded,
and the pellet was rinsed with 100 pl of ethanol (70%)
that had been stored at —20°C. The samples were
further centrifuged, the supernatant was discarded, and
the DNA pellet was air-dried and resuspended in 50 pl
of Milli-Q sterile water (Millipore, MA, USA). We
used 5 pl of this suspension for each PCR assay.

2.6 Specific DNA detection of M. acridum
by PCR

Based on isolates collected in Mexico, two pairs of
specific oligonucleotides for M. acridum were
designed. The first pair of oligonucleotides is OPA-
04461 1F (5" GGC-TGA-CCG-ACG-AGG-TTA-T 3')
and OPA-04,45, IR (5 GAC-TGA-CGC-AAG-CTT-
CAT-CC 3'), which amplify a 461-bp DNA region
(Gene Bank, access number 1317318). The second
pair of oligonucleotides is OPA-04,93 2F (5’ GCC-
GCA-AGT-TGG-ACT-ACG 3’) and OPA-04,9; 2R
(5’ CAA-GCT-TCA-TCC-GGC-ACT-T 3'), which
amplify a 293-bp DNA region that is within the region
amplified by of the first pair of oligonucleotides, that
is, the primers are designed to work in conjunction
with each other by using nested PCR. Amplicons were
confirmed by sequencing (data not shown).

PCR conditions were 1.5 mM MgCl,, 0.125 mM
deoxyribonucleotide triphosphates, 50 pmol of both
primers, 1.5 U Taq polymerase (Biogenica, Mexico),
and 1 pl of the first primer-pair PCR product for the
second probe-pair PCR. The following PCR controls
were used: (1) the positive control consisted of DNA
extracted from 10,000 conidia and (2) the negative
control was the PCR mixture without DNA. The assay
conditions for the first primer-pair PCR, OPA-0444,1,
were 1 cycle at 94°C for 3 min; followed by 25 cycles
at 94°C for 1 min, 60°C for 1 min, and 72°C for
1 min; and a final cycle at 72°C for 5 min. The assay
conditions for the second probe-pair PCR, OPA-
04,932, were 1 cycle at 94°C for 3 min; followed by 25
cycles at 94°C for 1 min, 72°C for 2 min, 72°C for
1 min; and a final cycle at 72°C for 5 min.
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2.7 Visualization of PCR products

All PCR products were visualized by gel electropho-
resis in 2% agarose gels stained with ethidium
bromide. The gel was run at 80 V in 0.5 x TBE
buffer (45 mM Tris base, 45 mM boric acid, and
1 mM EDTA). A 100-bp DNA standard ladder
(Invitrogen, CA, USA) was used. Images were
captured in a photodocumentation device Digi-Doc-
It (UVP, CA, USA).

2.8 Spore traps

To collect airborne fungal conidia, Hirst-type spore
traps were maintained continuously for 7 days (Bur-
kard Manufacturing Co., Rickmansworth, UK).
Details on how they function can be found in Lacey
and West (2006) and Lacey and Venette (1995).
Briefly, a sampler suctions 10 1 of air per minute, 24 h
a day, 365 days a year. This trap has an integrated
rotating drum (spinning in clockwise direction) con-
taining cellophane tape (Melinex, Rickmansworth,
UK) covered with a thin layer of Vaseline/hexane
(5:1) in which airborne conidia get trapped. The tape is
subsequently withdrawn and cut into 48-mm pieces
that correspond to 24-h samplings. The pieces are
placed inside conic microtubes with glass beads, and
DNA is extracted by the same method mentioned
previously in spore walls rupture section. A review of
the tape under a microscope showed that there is
nothing attached to it after the breakup of the spores.

2.9 Mini-wind tunnel experiments

Prior to detecting airborne conidia in the field, we
detected conidia using a mini-wind tunnel (90 cm
long, 15 cm wide, and 15 cm high). Cotton wicks
(impregnated with PDA media covered with M.
acridum conidia) were placed inside the tunnel. The
tunnel is connected to a chamber (35, 24, and 24 cm)
that is coupled to a humidifier. An electric fan is
located outside this device. The samples are placed in
compartments found within the tunnel (Fig. 1).

A 4 m/s wind draft was applied so that conidia
attached to the wicks would be released and captured
by the Hirst-type spore traps. Subsequently, the
adhesive tape was recovered, and DNA was extracted
from the samples collected to confirm that M. acridum
DNA could be detected.
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Fig. 1 Mini-wind tunnel

2.10 Field experiments

During August 2007, Hirst-type spore traps were
placed in amaranth fields in San Mateo Coatepec,
Puebla. The fields chosen for this study are in an area
plagued with the grasshoppers (S. purpurascens).

In this area, an oil solution containing M. acridum
conidia (strain EH-502/8, 1 x 10'? conidia/Ha) was
sprayed (Hernandez-Velazquez et al. 2000). Traps
were left for 1 week prior to and 1 week after spraying
took place to determine the capacity to detect M.
acridum conidia.

3 Results

3.1 PCR detection sensitivity using M. acridum
spore DNA primers

Various conidia suspension densities were evaluated
to obtain the lowest M. acridum detection limit using
the different primers (Fig. 2). The lowest detection
limit for the OPA-0446, 1F and 1R primers was 100
conidia, as shown in Fig. 2a.

Otherwise, the lowest detection limit for the OPA-
04,93 2F and 2R primers was 1 spore, as shown in
Fig. 2b.

3.2 Experiments using M. acridum inoculated
cotton wicks in the mini-wind tunnel

Cellophane tape that contained fungal conidia, due to
spore dispersion, were collected from day 1 to day 7.
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Fig. 2 PCR results showing the number of conidia detected by
oligonucleotides OPA-04(526) 1F and IR a, and OPA-04(526)
2F and 2R b. M: 100-bp marker, C+ positive control, C—
negative control

No detection was possible using the OPA-04,¢; 1F
and 1R primers. Detection using the OPA-0444, 1F
and 1R primers was possible after 2 days collection on
days 3 and 6.

3.3 Molecular detection of airborne M. acridum
conidia collected with Hirst-type traps in crop
fields

Once the detection limit of the specific primers to
detect (M. acridum) fungal DNA was determined,
samples were collected in San Mateo Coatepec, in
August 2007, where it was being used to control
grasshopper populations. M. acridum detection was
possible on days 2 and 6 after fungal application.

4 Discussion

The entomopathogenic fungus, M. acridum has been
widely used as a microbial agent to control acridids in
Australia (Hunter et al. 1999; Hunter et al. 2001),
Brazil (Magalhaes et al. 2001), China (Lee et al. 2000),
Africa (Lomer et al. 2001), and Mexico (Hernandez-
Velazquez et al. 2003). Currently, M. acridum is being

developed for use as a biopesticide targeted against
locusts and grasshoppers in China and Mexico.

However, the basic ecological characteristics of M.
acridum are still unclear, and the use of molecular
techniques would largely contribute to clarify many
fundamental points, allowing a better understanding of
its ecological niche.

Molecular detection to detect airborne fungi has
previously been employed, mainly in phytopathogen
detection (Calderon et al. 2002a, b; Freeman et al.
2002). This is the first study that detects airborne
entomopathogenic fungi, specifically M. acridum.
Previously, a molecular diagnostic test was developed
to detect phytopathogenic fungi spores once the first
propagules began to appear in agricultural areas
susceptible to fungal infection, allowing convenient
and timely palliative techniques (McCartney et al.
2003). In the present study, we were interested in this
molecular technique because it could be used to
establish conidia air propagation patterns, not yet
studied for M. acridum, in addition to contributing to
the knowledge of conidial dispersion and persistence
(Meyling and Eilenberg 2007).

In this study, Hirst-type spore traps (Burkard) were
chosen for the collection of samples because of the
small quantities of airborne fungal spores that were
present. This allowed the collection of sufficient
airborne conidia for DNA extraction from the cello-
phane tape using a continuous flow of 10 1 of air/min.
The use of Fast-Prep equipment facilitates airborne
fungal cell wall rupture. The extraction method
proposed allowed the detection of a single conidium
(Fig. 2).

The method employed in this study was successful
in detecting M. acridum airborne conidia, although
one must bear in mind that this technique is mainly
qualitative; thus, the number of airborne conidia
cannot be determined. However, this technique can
be greatly improved using real-time PCR in conjunc-
tion with methods to test spore viability. In addition,
this study may provide a basis for future research to
evaluate the long-term persistence of spores in the
environment.
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Abstract Locust is one of the most predominant
agricultural pests in Mexico, followed by non-migra-
tory grasshoppers. Their devastating effects cover
numerous Mexican states, generating important eco-
nomic losses. Metarhizium acridum (Hypocreales:
Clavicipitaceae) has been employed in Mexico as a
microbial agent for biological control for some time.
However, questions related to the long-term persis-
tence and viability of the fungus after it has been
sprayed over crop fields remain to be elucidated. To
resolve these questions, we performed a study in a crop
field where an abundant population of the grasshopper
Sphenarium purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphi-
dae) is present. The fungus M. acridum was sprayed
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during August and October 2007. Its presence in the
air, soil and vegetative cover was subsequently mon-
itored using molecular methods and culture techniques.
The results showed that the fungus was viable on the
ground during the follow-up period (66 weeks). Its
population fluctuated markedly, however, reaching four
times its initial concentration and later decreasing to
nearly half its initial concentration by the end of the
study. The initial concentrations of the fungus in the air
and in the vegetative cover decayed steadily (with some
small, isolated recoveries) until its complete disappear-
ance after 8 months.
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1 Introduction

Locusts and grasshoppers (Orthoptera) are common
and highly unpredictable agricultural pests. These
insects cause enormous losses to crops all over the
world because when the climatic conditions are
favourable for plant growth and egg eclosion, their
populations can increase rapidly with devastating
consequences. If appropriate control measures are not
taken, outbreaks of these pests can proliferate without
control (Wilps 1997).

Currently, the management and control of the
desert locust and other harmful acridid rely on the
application of synthetic pesticides, which have been
shown to be toxic to the environment and human
health (WHO 2004; PAN 2009).

The advent of chemical insecticides in the mid-
twentieth century created the concept that insect pests
could be all but eliminated from threatened crops. A
succession of compounds has appeared since then.
Initially, many were quite toxic and environmentally
damaging. In recent years, however, new materials have
appeared, which address human and environmental
safety concerns caused by the earlier materials. In
parallel, scientists have realised the inadvisability of
using chemicals as the only strategy for pest control, and
integrated pest management schemes have evolved to
employ a variety of cultural, chemical and biological
tools to manage (not eradicate) pest invasion to a point
below an economic threshold (Jaronski 2010).

Hence, considerable effort has been directed toward
the development of alternative approaches, such as
biological control within an integrated pest manage-
ment programme. Among the most effective biolog-
ical control measures is the use of entomopathogenic
fungi; Metarhizium acridum (Driver and Milner)
J. F. Bisch., Rehner and Humber 2009 (Hypocreales:
Clavicipitaceae) (formerly Metarhizium anisopliae
var. acridum) is one of the most studied (Lomer
et al. 2001).

A great deal of research has focused on assessing the
virulence of fungal isolates and their feasibility as
effective microbial agents (Lomer et al. 2001; Prior
and Streett 1997; Milner and Hunter 2001). One result
of these efforts in Africa has been the development of a
commercial biopesticide called Green Muscle®, which
is effective against the desert locust, Schistocerca
gregaria (Forskal, 1775) (Orthoptera: Acrididae), the
red locust, Nomadacris septemfasciata (Serville, 1883)
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(Orthoptera: Acrididae), and other African grasshop-
per species (Aston 2004; Kooyman et al. 2003). Further
research in Australia with different fungal isolates has
produced another commercial biopesticide, Green
Guard®, which is effective against the Australian
locust, Chortoicetes terminifera (Walker, 1870)
(Orthoptera: Acrididae), the migratory locust (Locusta
migratoria (Linnaeus, 1758) (Orthoptera: Acrididae)
and other species (Zhang and Hunter 2005; Hunter
2005). The efficacy of M. acridum for controlling
locust swarms has also been assessed elsewhere, such
as in Brazil (Magalhaes et al. 2001) and Mexico
(Hernandez-Velazquez et al. 2000).

Most studies have focused on the efficiency of this
fungus in controlling insect pests, and the usual
method to determine the latter characteristic is to
quantify the percentage of viable fungi in field samples
that are capable of infecting a particular insect species
(Kaaya et al. 1996; Vaenninen et al. 2000; Hu and
St. Leger 2002; Ekesi et al. 2005).

Extrapolating these studies to different agricultural
regions is complicated because these are dynamic
ecosystems in which constant interchanges of matter
and energy take place and which are strongly affected
by human activity. For example, crop areas are highly
perturbed during the harvest season, and entomopath-
ogenic fungal communities in arable soils are different
from those in less disturbed habitats (Steenberg 1995;
Bidochka et al. 1998; Meyling and Eilenberg 20006).

The inconsistent performance of biological control
agents is often associated with an incomplete under-
standing of the ecological constraints of the biological
system in which they are placed. This is particularly true
for entomopathogenic fungi. There is little or no
knowledge of their biology outside of their insect host.
However, these fungi are often inundatively introduced
into the environment in the absence of their host in the
hope that they will persist and infect their target once the
host immigrates into the treated area (Bruck 2005).

However, questions related to the long-term per-
sistence and viability of the fungus after it has been
sprayed over crop fields remain to be elucidated.

Fungal persistence is important to consider for at
least two reasons. First, it is desirable for the fungus to
have a limited time span to minimise its possible
harmful effects on non-target species. On the other hand,
the fungus should persist for as long as possible to
reduce the need for continuous spraying (Zimmermann
2007).
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Several studies have shown that M. anisopliae can
survive for days, months or even years in the field.
However, this persistence depends largely on the
environmental conditions of each area and the fungal
isolate used (Fargues and Robert 1985; Vaenninen
et al. 2000; Milner et al. 2003; Van der Valk 2007;
Zimmermann 2007). Hence, the extrapolation of
results to other regions is not straightforward.

Consequently, it is crucial to determine the persis-
tence of M. acridum in the areas where it is regularly
used. Precise knowledge of the amount of fungal
spores that remain will enable managers to take
appropriate measures in response to population
increases or declines at any given time.

Molecular techniques based on PCR provide the
necessary tools to undertake environmental sampling
to monitor the entomopathogenic fungi (Castrillo et al.
2007).

In Mexico, M. acridum is commonly applied as a
microbial agent to control the Central-American locust
(Schistocerca piceifrons piceifrons) (SENASICA
2010) and has been proved effective in biological
control of locusts, reaching up to 90 % mortality in field
(Hernandez-Velazquez et al. 2003; Barrientos-Lozano
et al. 2005). To date, however, its persistence and
viability after it has been sprayed over crop fields have
not been determined. Therefore, this study was
designed to determine the persistence and viability of
M. acridum in the environment (soil, vegetation and air)
of an agricultural area (an amaranth crop field) over a
66-week period after the fungus had been sprayed as a
biological control for the grasshopper Sphenarium
purpurascens. This insect can become a major agricul-
tural pest in vast regions of Mexico.

2 Materials and methods
2.1 Study area

San Mateo Coatepec is a small community in the state
of Puebla, Mexico. Its geographical coordinates are
18° 48’ 33.45" N and 98° 39’ 10.82” W. The town is
mainly dedicated to agricultural activities, especially
the growing of maize (Zea mays), beans (Phaseolus
vulgaris), squash (Cucurbita pepo) and amaranth
(Amaranthus hypochondriacus). It has a semi-warm
subhumid climate with summer rains and classificated
as ecoregion 14.4.1 (Balsas Depression with Low

Tropical Deciduous Forest and Xerophytic Shrub)
(Wiken et al. 2011). The town has no water sources
(rivers or springs) in its vicinity. This site was chosen
for a long-term study because since the 1990s, the
region has been infested by grasshoppers (S. purpu-
rascens). Previously, these insects had been exclu-
sively controlled with chemical pesticides. The fungus
M. acridum had not been previously applied as a
biological control agent.

Climatic variables including rainfall; maximum,
average and minimum temperatures; average and
maximum wind speeds; relative humidity; potential
evaporation; and maximum solar radiation were
obtained from a meteorological station (located at
2.5 m above the ground) belonging to the national
climatology net (Red Nacional de Estaciones Estatales
Agroclimatolégicas (RNEEA). http://clima.inifap.gob.
mx/redclima/).

2.2 Fungal spraying

Monospore M. acridum culture EH-502/8 was used in
this study. This culture was derived from the original
MaPLA40 strain, which has been successfully applied in
field trials (Hernandez-Velazquez et al. 2003) and
registered in the World Database Center for Microor-
ganisms, WDCM, as BMFM-UNAM 834 (C. Toriello,
director). The fungus was produced by the State Plant
Health Committee of Guanajuato using biphasic solid
substrate fermentation. Whole rice was used for the
solid phase and the viability of the conidia was greater
than 95 %.

Experiments were conductedina 1 ha crop field used
for amaranth (Amaranthus hypochondriacus) cultiva-
tion. The fungus was sprayed during the early morning
on 17 August and 9 October 2007 with a Micron
Ulva + sprayer (Bromyard, UK) at a flow of 60 ml/min
and walking speed of 1 m/s. The concentration was
4 x 10" conidia/Ha, and an oil-based ultra-low-vol-
ume technique was employed to spread the fungus.
Mineral oil used was citrolina (primaveral dormant
spray). At the time of spraying, the amaranth plants
exhibited an average height of 30 cm. Care was taken to
distribute the fungal mixture uniformly over the plants.

2.3 Samples

Air, soil and vegetation samples (twenty-six duplicate
samples) were collected in the study area throughout
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the 1 year and four months (68 weeks) of the study to
quantify the amount of viable M. acridum particles in
each substrate. The crop area was divided into plots of
equal size (400 cm? aprox.) (excluding the parts that
people use to cross the field) and two were selected
randomly for the sampling in each date. These selected
areas were not considered for subsequent sampling.
For air samples, these were collected always on the
same location (see details below).

2.4 Soil sampling

On each sampling date, 250 g of soil was collected to a
depth of 15 cm in the sprayed area (except the day of
spraying, this day the samples were taken from the soil
surface). The soil was collected from as near as
possible to the plant roots without damaging them
because the highest concentrations of the fungus occur
in this area (Hu and St. Leger 2002). The samples were
collected with sterile metallic spoons and put individ-
ually in sterile plastic bags for transfer to the
laboratory. Each soil sample was stored at 4 °C until
analysis (typically 1-2 days).

2.5 Plant sampling

On each sampling date, approximately 50 g of leaves
was collected from the vegetation within the area
where M. acridum had been applied. Leaves were
taken from the crop and the vegetation nearby.
Samples were cut with sterile scissors and put
individually in sterile plastic bags for transfer to the
laboratory and stored at 4 °C until analysis (typically
1-2 days).

2.6 CFU quantification

One gram of each soil or vegetation sample was
resuspended in a 1 % Nonidet P40 (Roche®, Ger-
many) solution, stirred in a vortex for 3 min and left to
stand for 7 min. This mixture was then serially diluted
to achieve dilutions of 10~2 and 103, both dilutions
were used for analysis, and this procedure was
performed two times for each sampling date. Samples
were seeded on Petri dishes containing a potato-
dextrose-agar medium (PDA) (Bioxon®, Mexico)
supplemented with 500 mg/1 of chloramphenicol and
incubated at 28 °C for 7 days. Developing colonies
with general characteristics of the genus Metarhizium
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(colour, conidia size, conidia shape, etc.) was grouped
and 2 colonies from each group were removed from
the Petri dish to confirm their identity by PCR (see
details below). M. acridum colonies were quantified to
determine the number of CFU/g of soil or vegetation.
The remainder of each soil sample was used for
physicochemical analyses.

2.7 CFU quantification in air samples

To determine the viability of M. acridum (CFU’s in
air), a N6 Single-Stage Viable Andersen Cascade
Impactor (Thermo-Andersen) was used. The sampler
draws in air at a rate of 1 cubic foot per minute and
impacts it on a Petri dish (90 mm in diameter). The
Petri dish contains 30 ml of PDA medium supple-
mented with 500 mg/l of chloramphenicol. The sam-
pler was placed at a height of 70 cm above ground
level and was always in the same position next to the
Hirst spore trap (see below). It was run for intervals of
5 and 10 min. The number of viable particles was
derived from the formula CFU/m> of air = (CCD/7)/
0.0283, where CCD is the colony count per dish, ¢ is
the sampling time in minutes, and 0.0283 is the
equivalence factor between 1 ft* and 1 m®. When more
than 300 colonies per dish were present, the value was
adjusted using the following equation: P, =N
[AIN+1N—-1+1N-24+..4+1UN-=(F+ D]
where P, is the expected number of viable particles
that are produced by a number ‘r’ of colonies in the
dish, and N is the total number of holes in the sampler
(400 in this case). Two colonies from each group were
removed from the Petri dish to confirm their identity
by PCR (see details below).

To assess the dynamics of M. acridum in the air in
more detail, a Hirst spore trap (Burkard Manufacturing
Co®., UK) was employed. This equipment draws in
10 1of air per minute and can operate 24 h a day during
awhole year. The sampler incorporates a rotating drum
that moves clockwise. Collected air particles impact on
cellophane tape (Melinex Dupont®, USA) that is
adhered over the surface of the drum and covered with
a thin layer of a mixture (1:5) of Vaseline (Racel®,
Mexico) and hexane (J. T. Baker®, USA). This tape
was replaced every week on Thursday at 13:00 h. The
tape was then cut into 7 pieces of 48 mm, each piece
corresponding to 24 h of sampling. These pieces were
placed in 1.5-ml microtubes for DNA extraction and
detection. The methodology is described below. Thus,
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the presence or absence of M. acridum DNA in the air
was determined on each day of sampling. The equip-
ment was removed from the study area on 13 August
2008.

2.8 DNA extraction

The rupture of spore walls and extraction of DNA
initially followed an adaptation of the method of
Williams et al. (2001) and later followed an adaptation
of the method of Calderon et al. (2002). The colonies
chosen for PCR analysis were placed in 2-ml micro-
tubes that had been previously filled with 0.2 g of glass
beads (400—455 pm in diameter, rinsed with hydro-
chloric acid) and 250 pl of 1 % Nonidet P40 (Roche®,
Germany) solution was added. The microtubes were
stirred using a FastPrep vortex (Thermo® MA, USA)
three times for 40 s each at 6 m/s and cooled on ice for
2 min between each vortexing.

Subsequently, 50 pl of the resulting suspension was
used for DNA purification following the method
of Lee and Taylor (1990) as modified by Williams
et al. (2001). Briefly, 100 ul of a phenol/chloroform
(J. T. Baker, USA) mixture (1:1) was added to each
microtube, and the mixture was stirred using a vortex
for 10 s and centrifuged at 14,000 rpm for 15 min.
The supernatant was transferred to another tube
containing 60 pl of cold isopropanol (J. T. Baker®,
USA), 4 ul of 6 M ammonium acetate (J. T. Baker®,
USA) and 20 pg of glycogen (Roche®, Switzerland).
The microtubes were stored at —20 °C for 1 h and
centrifuged for 15 min at 14,000 rpm. The supernatant
was discarded, and the pellet was rinsed with 100 pl
ethanol (70 %) at —20 °C. The microtubes were
centrifuged again, the supernatant was discarded,
and the DNA pellet was air-dried and resuspended in
50 pl of Milli-Q sterile water (Millipore®, MA, USA).
For the PCR assay, 5 pl of this suspension was used.

2.9 Detection of M. acridum DNA by nested PCR

Based on isolations of M. acridum collected in
Mexico, two pairs of specific oligonucleotides were
designed for M. acridum (Calderén-Ezquerro et al.
2012). The first pair consisted of the DNA primers
OPA-04(461) 1F (5 GGC-TGA-CCG-ACG-AGG-
TTA-T 3') and OPA-04(461) IR (5 GAC-TGA-CGC-
AAG-CTT-CAT-CC 3’), which amplify a 461-bp
DNA region (Gene Bank, access number GU724978).

The second pair consisted of the primers OPA-04(526)
2F (5 GCC-GCA-AGT-TGG-ACT-ACG 3’) and
OPA-04(526) 2R (5’ CAA-GCT-TCA-TCC-GGC-
ACT-T 3'), which amplify a 293-bp DNA fragment.

The first PCR was performed in a 50-pl reaction
mixture containing 0.125 mM dNTPs (all reagents
were obtained from Fermentas®, Hanover, MD),
1.5 mM MgCl,, 1 uM of each primer, 1.5 U Taq
DNA polymerase and 5 ul of DNA. The cycling
conditions consisted of 1 cycle at 94 °C for 3 min
followed by 25 cycles at 94 °C for 1 min, 60 °C for
1 min and 72 °C for 1 min and a final step at 72 °C for
5 min. For the second (nested) PCR, the 50-pl reaction
mixture contained 0.125 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl,,
1 uM of each primer, 1.5 U Taq DNA polymerase and
1 pl of the first reaction product. The cycling condi-
tions consisted of 1 cycle at 94 °C for 3 min followed
by 25 cycles at 94 °C for 1 min, 72 °C for 2 min and
72 °C for 1 min and a final step at 72 °C for 5 min.
The following controls were performed: (1) a positive
control consisting of DNA extracted from 10,000
conidia and (2) a negative control consisting of the
PCR mixture without DNA.

Amplification products were electrophoresed through
2 % agarose in 0.5 % Tris—borate-EDTA buffer
(45 mM Tris base, 45 mM boric acidand 1 mM EDTA).
Electrophoresis was conducted at 80 V for 60 min. The
100 bp DNA Ladder (Invitrogen®) was used as a
molecular size standard. The bands were visualised with
a UV transilluminator after ethidium bromide staining
(10 pg/ml). Images were captured using a Digi-Doc-It
photodocumentation system (UVP®, USA).

2.10 Soil chemical analysis

The remainder of each soil sample was used to
measure pH and interchangeable cations (K™, Mg*™,
Ca®™ and Na'), which were measured by ionic
exchange chromatography. Values for available phos-
phorus were also recorded.

2.11 Statistical analysis

For each CFU sample, mean values and standard error
were calculated and plotted. The results were correlated
(Pearson correlation) with climatic variables (obtained
with the RNEEA: rainfall; maximum, average and
minimum temperatures; average and maximum wind
speeds; relative humidity; potential evaporation; and
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maximum solar radiation) to determine their influence
on fungal populations. All analyses were carried out
with Statistica® software version 8.

3 Results

Four analyses carried out in May and June 2007,
before the application of the microbial agent on the
amaranth crop field, showed no CFUs of M. acridum in
the soil, vegetation and air samples. Data obtained
from the samples collected during the period between
17 August 2007 and 3 December 2008 are shown in
Figs. 1, 2 and 3.

From the fungal application (17 August 2007) to the
end of the sampling period (3 December 2008), the
number of M. acridum CFUs/g in the soil samples
(identity confirmed by PCR) varied widely, showing a
400 % increase in soil collected on 7 March 2008
(162,600) compared to the day of application (31,000).
However, the number of CFUs tended to decline until
the last soil samples were collected on 3 December
2008 (Fig. 1).

The decline of the fungus was more abrupt in the
plants than in the soil (Fig.2). A decline from
122,500 CFU/g of vegetation to 0 CFU/g occurred

in 1 week, with a brief recovery after 9 October 2007
when a second spraying took place. Subsequently,
fungal concentrations remained low until 7 March
2008 when they rose to the same magnitude observed
after the initial spraying. From May onward, no fungi
were detected in the vegetative cover.

After the fungal application, airborne spores (1,120
spores/m’ air) were detected on 24 August 2007 and
decreased to zero a week later. These values fluctuated
slightly until 7 March 2008; after that date, no M. acridum
CFUs were detected in the air (Fig. 3).

3.1 Correlations with recorded climatic
parameters

Table 1 shows the correlations between the recorded
climatic variables and CFUs in the soil, air and
vegetation. For the soil samples, significant correla-
tions (Pearson’s correlations) were found between the
number of CFUs and the following variables: maxi-
mum wind velocity, average wind velocity, potential
evaporation and relative humidity. For the vegetation
samples, no correlation was found between the
number of CFUs and any of the recorded variables.
For airborne fungi, the number of CFUs was correlated
with rainfall and maximum solar radiation.
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Fig. 1 CFU concentrations in the soil during sampling (bars represent SE)
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Table 1 Pearson’s correlation coefficients between the numbers of CFUs found in the soil, vegetative cover, and air and the recorded

climatic parameters

Rainfall Temperature Wind speed Potential Relative ~ Maximum
- evaporation humidity  solar radiation
Max Min Average Max Average

CFU/g of soil ~ 0.015 0.101 —0.067 0.131 0.424* 0.485* 0.466* —0.400*  0.166
CFU/g of 0.375 0.154 0.057 0.193 0.317 0.364 0.353 —0.359 0.267

vegetative

cover
CFU/m® of air  0.447* —0.179 0.170 —-0.131  —0.203 —0.193 —0.178 0.269 0.433*

* p <0.05

3.2 Correlations with soil physicochemical
parameters

Table 2 shows the correlations between the numbers
of CFUs and the chemical parameters analysed in soil
samples from the study area. No correlation was found
between the number of CFUs/g in the soil and the soil
physicochemical parameters recorded.

3.3 Airborne conidia detection using Hirst spore
traps

Hirst spore traps were used from 17 August 2007 to 13
August 2008. These traps allowed the variations in the
persistence of airborne fungi to be observed in greater
detail, as shown in Fig. 4. This graph shows the dates
(a total of 32 days throughout the year) on which
M. acridum DNA was detected from air-suspended
conidia.

4 Discussion

Our results indicate that the fungus M. acridum
remains viable and detectable for 1 year and 4 months
in the soil and for approximately eight months in plant
leaves and in the air, with negative periods between

Table 2 Pearson’s correlation coefficients between the num-
bers of M. acridum CFUs present in the soil and the recorded
chemical parameters

pH Interchangeable cations Available p

Ca*™t Mgtt K+ Na+

CFU/g —0.114 0.150 0.207
of soil

—0.010 0.420 —0.122
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detections. Milner et al. (2003) assessed the persis-
tence of commercial formulations of M. anisopliae
and M. anisopliae var. lepidiotum sprayed on sugar-
cane cultivars in Australia and found that the fungi
persisted in the soil for 3.5 years. This result is similar
to those obtained by Vaenninen et al. (2000), who
evaluated the persistence of M. anisopliae in Finnish
crops (with snow during winter) and reported that soil
samples were capable of infecting larvae of Tenebrio
molitor (Linnaeus, 1758) (Coleoptera: Tenebrionidae)
up to 3 years after the fungal application. Moreover,
other reports have asserted that M. acridum can remain
viable on sterile sand for 8 months at 25 °C (Kaaya
et al. 1996) and for 183 days in cultivated soil (Ekesi
et al. 2005). Even it has been determined that
M. acridum applications may effect some years later
and have a significant effect on the desert locust (Bak
et al. 2007).

The results of the present study are consistent with
the time intervals given by these authors. During our
study, the fungus was detected after 1 year and
4 months, so it probably has a longer viability.

Our results differ from those of the above-men-
tioned studies in that they observed continuous
declines in M. acridum concentrations, whereas we
observed periods in which the fungal population in the
soil increased markedly, especially in March 2008.
This increase was also reflected in the vegetative cover
and to a lesser extent in the air (Figs. 1, 2, 3).

The increase in the number of CFU/g of soil may
have been due to agricultural practices. Field obser-
vations during the period in which the fungal popu-
lation increased showed that the soil had been
fallowed to prepare it for the next sowing season.
We hypothesise that this activity released conidia to
the soil surface and even into the air, resulting in the
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Fig. 4 DNA detection of M. acridum in airborne samples collected using Hirst spore trap during the period from August 2007 to

August 2008

sudden increases detected in both the vegetative cover
and the air. Further research concerning the persis-
tence of the fungus in agricultural areas is needed to
verify whether this behaviour is repeated.

Other studies have reported that Metarhizium is a
common species in environments perturbed by
humans. In Canada, for example, this fungus is more
frequent in agricultural fields than in forests (Bidochka
et al. 1998); in Denmark, Metarhizium is abundant in
crop fields (Steenberg 1995). Jabbour and Barber-
check (2009) measured entomopathogenic fungi in
crop fields and determined that M. anisopliae was
more frequent in ploughed fields.

The large number of CFUs in the soil demonstrates
the potential for M. acridum to accumulate. However,
these CFUs were sampled at a depth of 15 cm, which
is inaccessible to grasshoppers of the species
S. purpurascens. These insects spend most of their
life cycles on the aboveground vegetation. Addition-
ally, the increase in CFUs during March occurred after
the life cycle of the grasshoppers had ended. More-
over, the high concentrations of fungi would have a
negligible effect on the oothecae of the grasshoppers,
which are buried at an average depth of about 3 cm
(Cueva del Castillo 2003). Therefore, high fungal
concentrations in the soil would have almost no effect
as a biological control for S. purpurascens.

The solar radiation causes the soil temperature can
reach over 40 °C on the surface of the study area, so
the viability of conidia at low depth is reduced,

especially after harvest (during the month of October,
approximately) when there are no plants to protect the
soil, as a result, the concentrations of viable conidia
are smaller than the depth of 15 cm. Probably,
M. acridum concentrations at these depths may be high
enough to infect the oothecas of S. purpurascens, but
we do not evaluate this. However, perhaps other
grasshoppers’ species that spend more time on the
ground are more susceptible to these high fungal
concentrations, so this possible effect should be studied
in more detail.

In the vegetative cover, that initial concentrations
of the fungus were very high, up to five times those
observed in the soil. However, these concentrations
almost disappeared within one week. Ultraviolet solar
radiation can cause conidium inactivation over a
period of hours (Braga et al. 2001), and rain can reduce
conidium viability within days (Inyang et al. 2000).
August 2007 was particularly rainy in the study area,
334 mm of rain against 130 mm of rain of other years.

Small increases in fungal concentration detected
during the sampling period may be due to conidia
transported from the soil to the leaves.

Although little information is available on fungal
persistence in the vegetative cover, the results of the
few previous studies are in agreement with our
findings. Moore et al. (1996) reported that the half-
life of conidia in treated vegetation was 4.3 days.
Inyang et al. (2000) simulated rainfall and showed a
reduction in spore viability after 1 week. Hunter et al.
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(2001) reported that M. acridum persisted for almost
7 days in the vegetation of agricultural areas in
Australia. Finally, a review performed for Van der
Valk (2007) for experiments conducted against the
desert locust in Africa showed a half-life of conidia of
3.3 to 34 days in treated vegetation.

The abrupt decrease in M. acridum concentrations
in the vegetative cover observed in this study shows
that efficient pest management must employ frequent
sprayings at one-week intervals to maintain high
conidial concentrations in plants and ensure that
insects become infected. Even more frequent spray-
ings may be required if rainfall is abundant.

Concerning fungal persistence in the air, no conidia
were detected on the day of spraying using the viable
particle sampler, but positive DNA detection was
accomplished using the Hirst spore traps. The conidia
of M. acridum were suspended in an oil base at the time
of spraying, and our results show that the conidia may
freed themselves from the oil after a period of hours and
may have been carried by the wind from the soil and
vegetative cover to the air. As a result, the Hirst spore
traps could detect them on the same day. This observa-
tion highlights the need to employ continuous-type
samplers to more accurately understand the atmospheric
dynamics of biological particles in crop fields.

Finally, Zimmermann (2007) has asserted that
M. anisopliae is not naturally found in the air,
although it can be transported by external agents.
The results obtained using the viable particle sampler
as well as those obtained using the Hirst spore traps
reveal that conidia sprayed on the fields can become
suspended in the air, where they were detected on
several occasions (on 32 days during the one-year
period of sampling using the Hirst spore traps).

Several studies have focused on the effects of
climatic variables, among which humidity, solar
radiation and temperature are the most relevant
(Rangel et al. 2004, 2005). In general, humidity must
be high to induce the germination of conidia, but no
studies have shown a long-term effect of this variable.
In the present study, three weather variables associated
with moisture were analysed: rainfall, relative humid-
ity and potential evaporation. Interestingly, only
rainfall was significantly correlated with the number
of CFUs disseminated in the air.

McCartney (1991) has demonstrated that raindrops
falling on a plant can cause spore release in two ways.
First, the impact of water on a leaf can shake it and
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provide momentum to the spore. Second, the raindrops
may create wind currents. In this manner, the release
of conidia from the plant surface can increase the
concentration of airborne conidia.

The number of CFUs in the soil was negatively
correlated with relative humidity, probably because
high humidity favours the growth of competitors and
predators of M. acridum, thus reducing its population,
as stated by Keller and Zimmermann (1989) and Hajek
(1997). These authors have established that Metarhiz-
ium species are poor competitors for organic resources
compared to opportunistic saprobic fungi. Another
reason may be a reduction in oxygen levels (Jabbour
and Barbercheck 2009). This explanation is reinforced
by the correlation found with potential evaporation,
which indicate water loss in an area; this variable was
positively correlated with soil CFUs, unlike relative
humidity. These data support the hypothesis that
excessive humidity is detrimental for long-term fungal
survival in the field.

Wind velocity was positively correlated with soil
CFUs, probably because airflow removes conidia from
the vegetation or from insects and deposits them in the
soil. Nevertheless, the wind velocity necessary to
remove M. acridum conidia from the vegetative cover
has not yet been established. Experiments with
Aspergillus fumigatus, Cladosporium spp. and Penic-
illum spp. (Pasanen et al. 1991) have found that wind
speeds between 0.5 m/s and 1 m/s are required. In our
study area, wind velocities vary from 1.08 m/s (aver-
age speed) to 6.6 m/s (maximum speed).

The number of airborne CFUs was also correlated
with the maximum solar radiation. Unexpectedly, this
correlation was positive, indicating an increase in
CFUs depending on an increase in maximum solar
radiation. Several studies, including those of Braga
et al. (2001) and Rangel et al. (2004), have demon-
strated that solar UV radiation can inactivate conidia
in a matter of hours. One explanation for our results
may be that solar radiation increases the temperature
at the leaf surface, which in turn reduces the humidity
around the leaf. As a consequence, the surface tension
that binds conidia to the leaf decreases, causing their
release, as suggested by Jones and Harrison (2004).
However, further research under controlled climatic
conditions is needed to corroborate this hypothesis.

More research is needed to determine whether the
concentrations of M. acridum recorded in this study may
be capable of causing harm to people exposed to the
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fungus as farmers. Zimmermann’ s biosegurity review
(2007) describes cases of some people with allergic
reactions to high concentrations of M. acridum and
people with asthmatic symptoms exposed to M. ani-
sopliae in sugar cane crops, but, as the author suggests,
are rare cases. Currently, there are no published records
of disease due to M. acridum in Mexico, but is prevalent
to work in the crops without protection of any kind and is
rare that farmers seek medical attention with the first
symptoms of the disease, so the risk may be higher in
case of the use of M. acridum spreading; therefore, more
research is needed.

5 Conclusions

The results of this study show that the population
of M. acridum fluctuates importantly through time and
has the potential of accumulating in the soil given the
proper conditions. With respect to the vegetative cover
and air, conidia present in these areas decay rapidly so
their effect as a microbial agent is minimised.
Therefore, fungal spraying must be frequent (on a
weekly basis) to achieve a better control of plagues.

Finally, it is necessary to determine whether the
cumulative concentrations over time could be harmful
to non-target species or people exposed.
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