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Resumen

Se evalud la eficacia de cepas de Metarhizium anisopliae, Bauveria
bassiana y Paecilomyces fumosoroseus para el control de garrapatas
Rhipicephalus microplus nativas del estado de Michoacén. In vitro,
primero se probaron cepas que ya habian sido utilizadas en otros
estados de la republica, Ma34, Mal198, Mal81, Mald4, Bb174 y
Bb249; de ese grupo se eligid, con mejores resultados, la Ma198 y
Bb247. Posteriormente, se probaron las cepas individualmente y sus
mezclas (Mal198, Bb249, Pfr13, Bb249+Mal98, Pfr13+Mal98,
Bb249+Pfr13 y Bb249+Ma198+Pfr13). Los resultados indicaron que
hay diferencias significativas (P<0.05) donde Ma198, Bb249+Ma198,
Pfr13+Mal198 y Bb249+Pfr13+Ma198 fueron las mejores con una
efectividad del 95 al 100%. Estos resultados demuestran que Ma198
se puede emplear como alternativa para control bioldgico en
adultos y huevos de R. microplus. Posteriormente se evalud la
eficacia de la cepa Mal98 en el control de garrapatas R. microplus
en ganado bovino de razas Cebu, Brahman, Criollo y Suizo. El
tratamiento se aplicé en hatos infestados de modo natural con
garrapatas en los municipios de Queréndaro, Indaparapeo y Tzitzio
del estado de Michoacan. Los animales fueron tratados por bafios
de aspersion con Mal98 a una concentracion de 1x108 conidias/ml
seis veces cada 15 dias. El promedio inicial general de los tres
municipios fue de 106.33 garrapatas por animal y finaliza con un
promedio general de 7.95 garrapatas por animal después de las seis
aplicaciones.

Palabras clave: Control biolégico. Entomopatdgenos. Metarhizium
anisopliae. Garrapatas. Michoacan, México.

Abstract
The effectiveness of strains of Metarhizium anisopliae, Bauveria
bassiana and Paecilomyces fumosoroseus to control ticks

Rhipicephalus microplus native Michoacan state was evaluated. In
vitro, first strains that had already been used in other Mexican
states, Ma34, Mal198, Mal81, MA14, BB174, and Bb249 were
tested and was chosen, with the best results, Bb247 and Ma198.
Subsequently they strain individually and mixtures (Ma198, Bb249,
Pfri3, Bb249 + Ma198, Pfr13 + Ma198, Pfr13 + Bb249, and Bb249 +
Ma198 +Pfr13) were tested. The results indicated that R. microplus
showed significant differences (P <0.05) where Ma198, Bb249 +
Ma198, Mal98 + Bb249 and Pfri3 + Mal98 + Pfr13 were the best
with an effectiveness of 95 to 100%. These results demonstrate
that Ma198 can be used as an alternative for biological control in
adults and eggs of R. microplus. Then Ma198 strain effectiveness in
controlling R. microplus ticks in cattle Zebu, Brahman, Criollo and
Swiss were evaluated. The treatment was applied in herds naturally
infested with ticks in the municipalities of Querendaro,
Indaparapeo and Tzitzio of Michoacan state. The animals were
treated by spraying baths with Ma198 at a concentration of 1x108
conidia/ml every 15 days for 6 times. The overall initial average of
the three municipalities was 106.33 ticks per animal and ends with
an overall average of 7.95 ticks per animal after six applications.

Key words: Biological control, Entomopathogenic, Metarhizium
anisopliae, Ticks, Michoacan, Mexico.
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Evaluacion de hongos entomopatdgenos en Rhipicephalus

Introduccién

Se sabe que la producciéon bovina se encuentra
limitada por problemas causados por parasitosis y
enfermedades. Las garrapatas  Rhipicephalus
(Boophilus) microplus (Canestrini, 1887) constituyen
el ectoparasito mas importante de la ganaderia
mundial, producen el mayor problema en Ia
ganaderia bovina de las regiones tropicales vy
subtropicales, donde sus climas son favorables para
la supervivencia de las garrapatas (Jonsson 1997). El
impacto econdmico se debe al dafio causado a las
pieles por accion del gnatosoma al alimentarse,
pérdida de sangre, efectos tdxicos, reduccion en la
produccion de leche y carne, en la produccién de
becerros y el incremento en los costos de control;
ademads de que transmiten agentes etioldgicos como:
virus, bacterias, rickettsias y protozoos (Ojeda-Chi et
al. 2011).

En México, el control de garrapatas se basa
principalmente en ixodicidas; sin embargo, su uso
irracional ha propiciado la aparicion de garrapatas
resistentes a las principales familias de ixodicidas
(Rodriguez-Vivas et al. 2006a, 2006b, 2007).

Por la demanda de alimentos libres de residuos
quimicos y por el cuidado del ambiente, se ha
sugerido la utilizacién de sistemas alternativos de
control entre los que se pueden contar el empleo de
nematodos (Hill 1998), vacunas (Jonsson et al. 2000),
bacterias (Hassanain et al. 1997), aceites esenciales
(Prates et al. 1998) y hongos entomopatdgenos.
Entre los hongos mas usados estan Beauveria
bassiana (Bassi, 1837) (B. bassiana) y Metarhizium
anisopliae (Metschnikoff, 1879) (M. anisopliae)
(Lépez et al. 2009). Se tiene reportado que estos
hongos causan mortalidad en garrapatas adultas, a la
vez que disminuyen su fecundidad (Kaaya y Hassan
2000; Benjamin et al. 2002; Da Costa et al. 2002).

El control biolégico con hongos entomopatdgenos es
una buena alternativa, Beauveria bassiana,
Paecilomyces  fumosoroseus (Wize, 1904) vy
Metarhizium anisopliae han sido los mas utilizados,
aunque se sabe que 17 especies de hongos han sido
probados en garrapatas (Samish y Rehacek 1999).

En Colombia utilizaron M. anisopliae en R. microplus
en laboratorio y campo, reportando 90-96% en
disminucién reproductiva de ovoposiciéon y en campo
un 75% de reduccién en la infestacion de reses en
campo (Lépez et al. 2009).
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En Chile, Broglio et al. (2012) utilizaron M. anisopliae
(mortalidad 92 a 100%) y B. bassiana (44 a 100%) en
teleoginas de R. microplus. La patogenicidad de
Paecylomices fumosoroseus (P. fumosoroseus) y su
uso potencial como biocontrolador también ha sido
documentado (Osborne y Landa 1992; Rodriguez-Dos
Santos y Pozo-Nufiez 2003; Chan-Capul et al. 2010).

En Meéxico la cepa Ma34 de M. anisopliae ha
demostrado ser eficaz para el control de fases
adultas de R. microplus en condiciones de laboratorio
(100% de eficacia, Ojeda-Chi et al. 2010) y de campo
sobre bovinos (40-90% de eficacia Alonso-Diaz et al.
2007). La cepa Mal4 y la mezcla de Mal4+Ma34 han
demostrado tener mejor eficacia en condiciones in
vitro e in vivo (larvas en pasto) en el sureste de la
republica (Ojeda-Chi et al. 2010).

Se ha demostrado que Bb, Ma y Pfr han tenido
efectividad sobre varios insectos y garrapatas, sin
embargo, no han sido probadas otras cepas y la
combinacion de ellas. Por tal motivo el objetivo del
presente estudio fue evaluar la eficacia de diferentes
cepas de M. anisopliae, B. bassiana y P.
fumosoroseus, asi como la mezcla de ellos en
condiciones de laboratorio y de campo sobre
garrapatas en el estado de Michoacan.

Materiales y métodos
Hongos entomopatégenos

Los hongos entomopatdgenos que se utilizaron en
esta investigacién estdn depositados en la Coleccién
de Hongos Entomopatdgenos del Laboratorio de
Control Bioldgico No. 1 de Patologia de Insectos y
Acaros de la DES (Dependencia de Educacién
Superior) Ciencias Agropecuarias, de la Universidad
de Colima, ubicado en el km 40 de la carretera
Colima-Manzanillo en Tecoman, Colima, México.

Se evalud la eficacia de cepas de M. anisopliae, B.
bassiana y P. fumosoroseus para el control de
garrapatas R. microplus nativas del estado de
Michoacdn. In vitro, primero se probaron cepas que
ya habian sido utilizadas en otros estados de la
Republica, las cepas M. anisopliae (Ma34, Mal98,
Mal81, Mal4), B. bassiana (Bb174 y Bb249) y P.
fumosoroseus (Pfr13), de ese grupo se eligid, por sus
mejores resultados, la Ma198 'y Bb247.
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Lacuantificaciéndeconidiosdeestasuspensionserealizden
una camara de Neubauer (Lezama y Munguia 1990). El
aisladosereprodujoengranoenterodearroz(AlvesyPereira
1989; Lezama et al. 1997).

Pruebas de efectividad in vitro

Para larealizacién del bioensayo se obtuvieron garrapatas
adultas procedentes del estado de Michoacdn, México. Se
transportaron al laboratorio, se desinfectaron por
inmersion en hipoclorito de sodio al 0.1% durante 10
segundos, seguidos por tres lavados con agua destilada
estéril(KaayayHassan2000).LasgarrapatasdeR. microplus
se distribuyeron aleatoriamente en grupos de 20
ejemplares, en cada caja de Petri con 4 repeticiones.

Seinocularonmediante la técnicadeinmersiéndurante 5
seg utilizada por Kaayaetal.(1996)con 8 tratamientos de
cepas a laconcentraciénde 1x108 conidias/ml, el grupo
testigo asperjado con agua y Tween 80; después de la
inoculacionsedejaronenincubacién a 25°C y cada 5 dias
se registrd el numero de garrapatas muertas por micosis.

Lamicosis fue considerada cuando al cuerpo de la
garrapata se le observaron estructuras fungicas
caracteristicas de la cepa inoculada.

El bioensayo se realizd en el Laboratorio de la Facultad de
Agrobiologia “Presidente Juarez” de la Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo en Uruapan,
Michoacan.

Andlisis estadisticos

Los resultados se sometieron a andlisis estadistico con la
pruebanoparamétricabasadaenrangosdeKruskal-Wallis
para muestras multiples (P<0.05), utilizando el paquete
estadistico Statistica (Statistica, 2006); y asi conocer las
diferencias entre los porcentajes de efectividad con cada
tratamiento.

Pruebas de efectividad in vivo

El estudio se realizd6 en 7 hatos con bovinos de doble
propdsito con 12 animales de todas las edades en cada
hato, “El Capire”, “El Naranjo”, “El Capulin”, “Cuicateo”
pertenecientes a la tenencia de Tafetan, municipio de
Tzitzio(19°35°50”N100°55°21""W),con una temperatura
promedio de 30°C; “LaArpita” perteneciente al municipio
de Indaparapeo (19°47°38"° N 100°58°20"" W), con una
temperaturapromedio de 24°C;“LosPuchotes” y “Rincén
de Zetina” pertenecientes al municipio de Queréndaro
(19°80°87°" N 100°88°42""W), con temperatura media de
23°C. El periodo de muestreo comprendié de octubre a
mayo.
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Pruebas de efectividad in vivo

Las razas de bovinos que se utilizaron fueron: Suizo,
Brahman, Cebu y Criollo. El criterio de seleccion para
determinar las unidades que fueron sometidas a
tratamiento fue que tuvieran en su cuerpo evidente
estado de infestacién de garrapatas. Los materiales
para la aplicacién de los bafios fueron: hielera, bolsas
de gel congeladas, contador, cepa Mal98 de
Metarhizium anisopliae, cdmara fotografica, hojas de
registros, tiras reactivas de pH, tween 80, agua, cubre
bocas, guantes, mochilas de aspersién y lazos.

Aplicacion de M. anisopliae

La cepa Mal98 a una concentracién de 1x108
conidias/ml, se trasladaba a la zona de trabajo en
hielera con bolsas de gel congelantes, para después
ser diluida la cepa con Tween 80 como adherente y
agua (la cual ya se habia medido con tiras reactivas
de pH), se rocid a los animales con las mochilas
aspersoras y el personal de aplicacion estuvo
protegido con cubrebocas y ropa de apta; el bafio se
realizé siempre a favor del viento, en contra de la
direccién del pelo y después de las cinco de la tarde.
El ganado estuvo retenido por lazos y posterior se
dejaron los animales libremente en el campo. Se hizo
la aplicacién a 84 animales con seis aplicaciones
espaciadas cada 15 dias, para un total de 504
aplicaciones.

Se evaluaron los animales contando el niumero de
garrapatas que tienen en el cuerpo, realizando este
conteo de todo el lado izquierdo en un plano medial
con ayuda de un contador multiplicando por dos,
tomando registros cada 15 dias (Spickett et al. 1995;
Polar et al. 2005). Los resultados del conteo de
garrapatas se sometieron a analisis de regresién con
el paguete estadistico Statistica (Statistica 2006) para
observar la tendencia de reduccién del nimero de
garrapatas en el cuerpo de los animales y encontrar
el mejor modelo para describir esta relacion.

Resultados y Discusién
Efectividad in vitro

Los resultados obtenidos del bioensayo sugieren que
la cepa Mal198 fue la mas eficaz con un control del
100% en R. microplus, seguido por un 60% de eficacia
con las cepas Mal81 y Bb249 en A. cajennense en
adultos (Fig.1).
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La cepa Ma198 fue la mas efectiva mostrando 100% de
virulencia en R. microplus en adultos y 95% en huevos
(Fig. 2); los huevos de R. microplus sometidos a
tratamientos mostraron diferencias significativas
(P<0.05) donde Ma198, Bb249+Ma198, Pfr13+Ma198
y Bb249+Pfr13+Ma198 con efectividad de 95 a 100%.
Estos resultados son similares a los reportados en
Brasil (>50%) en ninfas de A. cajennense con M.
anisopliae y B. bassiana (Lopes et al. 2007); Kaaya et
al. (2011) con >70% de reduccién en garrapatas
adultas de R. e. evertsi y R. decoloratus. En Veracruz,
México (40 a 91%) en infestaciones naturales, para el
control de R. microplus (Castro et al. 1997; Polar et al.
2005; Alonso-Diaz et al. 2007) con M. anisopliae. Por
otra parte, Ojeda-Chi et al. (2011) evaluaron el efecto
de la mezcla de M. anisopliae (Mald+Ma34) en
condiciones de laboratorio sobre larvas de R.
microplus encontrando 90% de eficacia; por el
contrario, en el presente trabajo se observd una
efectividad del 40% en R. microplus en garrapatas
adultas.

En huevos de R. microplus, las mezclas de
Bb249+Ma198, Mal98+Pfr13 y Bb249+Pfr13+Mal98
resultaron efectivas. En ciertas condiciones la
patogenicidad de M. anisopliae, B. bassiana y P.
fumosoroseus esta influenciada por factores
macroclimaticos (temperatura, humedad y radiacién
solar) como microclimaticos (temperatura de la piel,
guimica de las secreciones de la piel, microflora) los
cuales influyen en el nivel de infeccién de los hongos
entomopatdégenos (germinacion y penetracion)
(Fernandes et al. 2012). Estos resultados demuestran
gue el tratamiento con Ma198 es eficaz para el control
de garrapatas adultas y huevos de R. microplus, asi
como de ocurrié en Brasil con garrapatas adultas de A.
cajennense.

La mezcla Mal198+Pfr13 con 100% de efectividad,
seguidos de Mal98+Bb249+Pfr13 con 98.7% vy
Ma198+Bb249 con 97.5% de efectividad en huevos de
R. microplus, muestran resultados similares a los
reportados en Brasil ya previamente citados.

Efectividad in vivo

Los resultados sugieren que la cepa Mal98 es capaz
de reducir las poblaciones de R. microplus, en
condiciones de pastoreo, en todos los hatos se
observé que hubo reduccidn de garrapatas, en algunos
hatos fue mds notorio en comparacién de otros.
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Al inicio del experimento, al grupo de animales a los
que se le aplic6 Ma198 en la localidad de "La Arpita"
municipio de Indaparapeo tuvieron en promedio
143.33 garrapatas por animal, a los 15 dias después de
la primera aplicacion del tratamiento se redujo, en los
animales tratados a 126.5 garrapatas por animal. A los
siguientes 15 dias aumento a 137.25 y después de la
tercera aplicacién se observd la mayor disminucién a
42.16 en todas las aplicaciones, para terminar después
de la sexta aplicacion con 12 garrapatas promedio por
animal (Fig. 3).

En la localidad "ElI Capire" perteneciente Tzitzio
tuvieron en promedio 61 garrapatas por animal al
inicio, a los 15 dias después de la primera aplicacion
en los animales tratados se redujo a 41.66, para
terminar después de la sexta aplicacién a 2 garrapatas
promedio por animal (Fig. 4).

En la localidad "El Capulin" perteneciente a Tzitzio el
promedio fue de 51.08 garrapatas por animal, al
iniciar el tratamiento, 15 dias después de la primera
aplicacién del tratamiento, se redujo la poblacién a
35.33 garrapatas por animal. A los siguientes 15 dias
disminuyé a 6.25, para terminar después de la sexta
aplicacién con 0.41 garrapatas promedio por animal;
este fue el hato que resultd con el promedio menor
final de entre todos los hatos (Fig. 5).

En la localidad de "Cuicateo" perteneciente al
municipio de Tzitzio, inici6 con un promedio general
de 201.7 garrapatas por animal, este hato tuvo su
mejor respuesta después de la tercera aplicacion
descendid a 40.91 y finalizd con un promedio de 18.83
garrapatas promedio por animal, después de las seis
aplicaciones (Fig. 6).

En la localidad de "El Rincdn de Zetina" perteneciente
al municipio de Queréndaro se inicié con un promedio
general de 32.16 garrapatas, después de la primera
aplicacién descendié a 23.91 garrapatas y después de
su segunda aplicacidon a 5.66 garrapatas por animal,
dando como resultado final el promedio de 1.58
garrapatas después de la sexta aplicacion (Fig. 7).

La localidad de "EI Naranjo" perteneciente al
municipio de Tzitzio inicié con un promedio general de
45.66 garrapatas por animal, después de su primer
tratamiento esta cifra disminuyd a 35.66 garrapatas,
este descenso fue el mayor de todas las aplicaciones
con 10 garrapatas promedio, después de la segunda
aplicacion se incrementd a 37.41 garrapatas, este hato
se caracterizo por ser el que quedd con mayor numero
de garrapatas promedio con 21 (Fig. 8).
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En la localidad "Los Puchotes" perteneciente al
municipio de Queréndaro los animales tuvieron en
promedio 146.16 garrapatas al inicio del experimento,
a los 15 dias después de la primera aplicacion del
tratamiento, disminuyd la poblacién de garrapata en
los animales tratados a 100.41 por animal. A los
siguientes 15 dias disminuyd a 35; terminando después
de la sexta aplicacién con 0.5 garrapatas promedio por
animal (Fig. 9). Las localidades de "Los Puchotes" y "El
Capulin" concluyeron con los promedios de garrapatas
minimos con 0.41 y 0.5 garrapatas respectivamente.
Cuicateo y El Naranjo fueron las localidades que
terminaron con el mayor promedio de garrapatas con
18.83 y 21 garrapatas respectivamente.

El promedio general ya en conjunto de estos
municipios pertenecientes al estado de Michoacan
inicia con 106.33 garrapatas por animal y finaliza con
un promedio general de 7.95 garrapatas por animal
después de las seis aplicaciones. En general, el grado de
infestacion disminuyd a un 7.47% de infestacion, como
resultado final.

Probando diferentes modelos de regresidon del conteo
de garrapatas sobre el numero de aplicaciones se
determind que el mejor modelo que describe el
comportamiento del fendmeno estd representado por
un modelo cuadratico: y = 3.5433x2 - 44.795x + 148.43
(r2 =0.992). En este modelo se predice una infestacion
inicial de 148.43 garrapatas por animal y se observa
una mayor reduccién en general después de la tercera
aplicacion, con un promedio de 51.71 garrapatas y
posteriormente desciende a aproximadamente 7
garrapatas por animal, lo que resulta en una reduccién
del 93% de la poblacion de después de la sexta
aplicacion (Fig. 8).

Estos resultados demuestran que la cepa Ma198 de M.
anisopliae es efectiva en el control biolégico de la
garrapata. Aunque la reduccién del conteo no llegé a
cero, esto puede deberse a que los animales estuvieron
expuestos a nuevas reinfestaciones dado que se
mantuvieron en praderas abiertas al ambiente natural
en el que conviven con las garrapatas.
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El ganado en el estado de Michoacdn demuestra una
decreciente poblacién de garrapata R. microplus que han
sido sometidas a la aplicacion de Mal98 similar en
infestaciones naturales, para el control de R. microplus
(Castro et al. 1997; Polar et al. 2005; Alonso-Diaz et al.
2007) con M. anisopliae que registran (40-91%) de
eficacia (Fig. 10); en donde, Alonso-Diaz et al. 2007
reportéreduccion de poblacion de garrapataapartirdela
segunda aplicacién del tratamiento.

Asicomo se coincide con Orozco (2005) con M. anisopliae
en R. microplus en bovinos en condiciones de campo, en
donde detectaron la disminucidn de las poblaciones de
garrapatas desde 52 garrapatas promedio hasta 8
garrapatas por animal, después de dos aplicaciones con
una reduccion de 84,6%. Kaaya et al. (1996) y Bazan
(2002) sefialan que existe mortalidad de la garrapata. En
cuanto a los trabajos realizados en praderas infestadas
con larvas, las variaciones que se presentaron pueden
estar influenciadas por las férmulas utilizadas.
Angel-Sahagin et al., (2010) evaluaron cuatro
formulaciones, Tween 80, arcilla (Celite) aceite mineral
(Citrolina) y salvado de trigo, obteniendo mayor eficacia
enelgrupotratadoconsalvadodetrigocon Mal4 (1x108)
obtuvo una reduccién 58,3% después de los 21 dias post
tratamiento.

En ciertas condiciones la patogenicidad de M. anisopliae
esta influenciada por factores ambientales que
interfieren con su crecimiento, produccién del hongo y
produccidn de micotoxinas (temperatura, humedady pH,
textura del suelo, composiciéon de los sustratos o textura
de suelo, radiacidn solar) asi como por factores
microclimaticos (temperatura de la piel, quimica de las
secreciones de la piel, microflora) explican como
intervienen estos factores en el nivel de infeccidn de los
hongos entomopatdgenos (germinacién y penetracién)
(MeylingyEilenberg2007; Leemon et al. 2008; Fernandes
et al. 2012).

Conclusiones

La cepa de M. anisopliae 198 resulté mas efectiva para el
control bioldgico de garrapatas adultas de R. microplus,
asi como de huevos de R. microplus.

El tratamiento con Mal98 es capaz de reducir la
poblacién de garrapatas R. microplus en ganado bovino
con problemas deinfestacion en praderas abiertas, en los
municipios de Indaparapeo, Queréndaro y Tzitzio del
estado de Michoacan, en donde se realizé este trabajo.
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Figura 1. Porcentajes de efectividad virulenta en
garrapatas adultas de R. microplus, con las
diferentes cepas Ma34, Ma198, Bb174, Bb249,
Ma182y Ma14.
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gura 3. Representacién del conteo de garrapatas

durante 6 periodos cada 15 dias en el ejido de la
“Arpita” municipio de Indaparapeo, Michoacdan
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Figura 2. Porcentajes de efectividad virulenta en
garrapata adulta de R. microplus del estado de
Michoacan con Ma198, Bb249, Pfr13,
Bb249+Ma198, Ma198+Pfr13, Pfr13+Bb249,
Ma198+Pfr13+Bb249y el testigo de agua con
tween 80.
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Figura 4. Representacién del conteo de garrapatas
durante 6 periodos cada 15 dias en el ejido “El Capire”
tenencia Tafetdn municipio de Tzitzio, Michoacan.
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Figura 5. Representacién del conteo de Figura 6. Representacién del conteo de garrapatas
garrapatas durante 6 periodos cada 15 dias en durante 6 periodos cada 15 dias en el ejido de
el ejido “El Capulin” tenencia Tafetdn “Cuicateo” en el municipio de Tzitzio, Michoacan
municipio de Tzitzio, Michoacdn.
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Figura 7. Representacién del conteo de Figura 8. Representacién del conteo de
garrapatas durante 6 periodos cada 15 dias en el  garrapatas durante 6 periodos cada 15 dias
ejido de “Rincdn de Zetina” municipio de en el ejido de El Naranjo municipio de Tzitzio,
Queréndaro, Michoacan. Michoacan.
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Figura 9. Representacion del conteo de
garrapatas durante 6 periodos cada 15
dias en el ejido de Los Puchotes municipio
de Queréndaro, Michoacan.
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Figura 10. Representacidn general del modelo de
regresion polinomial de segundo grado, especifico
del conteo de garrapatas sometidas a tratamiento
con Ma198 correspondientes a los municipios de
Queréndaro, Indaparapeo y Tzitzio, del estado de
Michoacdn.
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