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INTRODUCCION GENERAL

La cafia de azucar es uno de los cinco cultivos basicos que mas se siembran en
México con una superficie de 827 mil hectareas, lo que genera un impacto
socioecondémico en 12 millones de personas. Las plagas y enfermedades en el
cultivo de cafia juegan un papel importante como limitante de la produccion tanto
por los dafios directos, como por los gastos adicionales que se derivan de la
aplicacion de métodos de control. Al respecto existen mas de cien especies de
insectos y roedores que atacan el cultivo de la cafia de azucar en México, de las
cuales las de mayor importancia y que ameritan combate cada afio son: los
roedores, la mosca pinta y el barrenador del tallo. ElI barrenador del tallo se
encuentra distribuido en todas las zonas cafieras de México, y en Sinaloa es
considerado como el principal insecto plaga de este cultivo, donde las pérdidas
estimadas alcanzan los 100 millones de pesos en alrededor de 25 mil hectareas de

cultivo cada afio.

Un método econdmico y préactico para el control de plagas son los
insecticidas, los cuales han sido usados por décadas por los productores. No
obstante, su efecto en organismos no blanco, la contaminacion del agua, residuos
en los alimentos y el desarrollo de resistencia a estos quimicos, han forzado a la
industria y a los cientificos a enfocarse en el desarrollo de alternativas de control
mas amigables. Entre estas alternativas se incluye al control biolégico, el cual se ha
usado por mas de 20 afios en Sinaloa mediante la movilizacion y liberacién de
parasitoides. Los hongos entomopatégenos (Hypocreales: Clavicipitaceae) son un
grupo de agentes de control biolégico con potencial que ha sido poco explorado, y
su interés para el control de barrenadores se ha intensificado durante los ultimos 25
afos. Estos hongos se han usado ampliamente como agentes de control biol6gico
para ciertos insectos plaga, principalmente los hongos de los géneros Beauveria,
Metarhizium e Isaria. Aunque se han realizado trabajos aislados en el uso de
entomopatdégenos para el control de barrenadores, aun hace falta mayor
informacion sobre la caracterizacidbn morfoldgica, fisiolégica y molecular de nuevas

cepas, asi como estudios de patogenicidad y virulencia bajo condiciones de




laboratorio y campo. Por lo anterior, el presente estudio tuvo como objetivo general
Identificar a las especies de barrenadores de la cafia de azucar y evaluar la
efectividad de cepas de los hongos entomopatégenos Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, Metarhizum anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, e Isaria
javanica (Friederichs & Bally) Samson & Hywel-Jones contra el barrenador del tallo

de la cafa de azlcar en Sinaloa.

Justificacion

El barrenador de la cafia de azlcar es una plaga cada vez mas importante en las
zonas cafieras de México tales como Veracruz, Oaxaca, Puebla y Morelos, donde
no constituia un problema pero ahora se ha extendido. Otra preocupacion es la
dispersion de la plaga dentro del pais o la introduccion de nuevas especies de
barrenadores a México como es el caso de Blastobasis graminea Adamski
detectada en febrero del 2001 en Veracruz y Jalisco. Una de las probables razones
de la migracion de especies de barrenadores se debe a la movilizacion de material
vegetativo infestado entre regiones cafieras y/o la migracion natural debido al efecto
ocasionado por el cambio climatico, el cual cada vez va modificando microclimas
que aprovechan las plagas para extender su distribucion o incrementar sus
poblaciones. Dentro de las alternativas de control, la seleccion de variedades y el
uso de insecticidas quimicos han sido las estrategias usadas para el control de
barrenadores desde hace varias décadas, no obstante, la efectividad de estos
altimos ha sido cuestionada debido al reducido efecto en la disminucién de dafios.
Otras estrategias que se han utilizado incluye al control cultural y la quema de cafia
previa a la cosecha, ademas del control biolégico por medio de parasitoides y
entomopatdégenos. Dentro del control bioldgico, una estrategia recomendable en los
programas de manejo integrado de plagas es la combinacion de parasitoides y
entomopatdégenos. En Sinaloa, durante los ultimos 20 afios se ha usado como
estrategia principal de control de barrenadores a los parasitoides, no obstante, a

pesar del establecimiento del parasitoide braconido Macrocentrus prolificus




Warthon, esta plaga aun sigue realizando dafios de consideracion. Por otro lado,
los estudios con entomopatdgenos se han intensificado en los dltimos 25 afios,
principalmente para las especies D. saccharalis y D. magnifactella y se enfoca
principalmente en los hongos M. anisopliae y B. bassiana. Las principales ventajas
del uso de entomopatdégenos son, (a) la seguridad para el humano y organismos no
blanco, (b) disminucién en los residuos de plaguicidas en medioambientes acuaticos
y terrestres, (c) incremento en la actividad de la mayoria de otros enemigos
naturales, y (d) incremento en la biodiversidad en ecosistemas acuaticos; otras
ventajas son, (a) la especificidad en los organismos blanco o en un limitado nimero
de especies hospederos, (b) poca o nula resistencia en los organismos blanco, sin
desarrollo de plagas secundarias, (c) compatibilidad con otros agentes de control
bioldgico, posibilidad de control a largo plazo, (e) facil aplicacién, sin restriccion de
tiempo a la cosecha, y (f) modificacion genética a través de técnicas
biotecnolégicas. Debido a las preocupaciones ambientales y regulatorias, la
demanda de insecticidas microbianos se ha incrementado entre los productores, sin
embargo, existen riesgos que deben considerarse durante su produccion y uso tanto

para la salud como para las especies nativas.

Debido a la aparicion de la resistencia de los insecticidas quimicos
convencionales y a las implicaciones adversas al medioambiente, es importante
evaluar nuevas estrategias que mitiguen las pérdidas econdmicas que enfrentan los
productores cafieros y que sean compatibles con los agentes de control biolégico,
ademas que sean econOmicas y de facil acceso. Varios pasos son necesarios para
encontrar candidatos viables para usarse en programas exitosos de control
biologico de plagas. Algunos de ellos son la identificacion precisa de la especie
plaga y el agente de control biol6gico, asi como su evaluacion bajo condiciones de
laboratorio y campo. Es por ello que en el presente trabajo se plante6 evaluar el uso
de hongos entomopatégenos como una alternativa amigable para disminuir los

dafios ocasionados por el barrenador en Sinaloa.




Hipotesis

Una formulacién a base de hongos entomopatdégenos es efectiva para el control

bioldgico del barrenador del tallo de la cafia de azucar en Sinaloa.

Objetivos
Objetivo general

Identificar a las especies de barrenadores de la cafia de azlcar y evaluar la
efectividad de cepas de M. anisopliae, B. bassiana e |. javanica contra el barrenador

del tallo de la cafia de azucar en Sinaloa.

Objetivos especificos

a) ldentificar morfolégica y molecularmente a las especies de barrenadores

distribuidos en Sinaloa.

b) Seleccionar aislados de M. anisopliae, B. bassiana e |. javanica de

colecciones de los estados de Sinaloa y Morelos.

c) Identificar morfolégica y molecularmente a las especies de hongos

entomopatdégenos.

d) Determinar la patogenicidad y virulencia de las cepas de hongos
entomopatdégenos en estudio mediante bioensayos.

e) Producir a nivel de Ilaboratorio las mejores cepas de hongos

entomopatdgenos.




f) Evaluar la efectividad de las cepas seleccionadas de hongos
entomopatdgenos bajo condiciones de campo.

Los resultados de este trabajo se presentan en esta Tesis la cual consta de

cinco capitulos:

- Capitulo 1, Revision bibliografica: Importancia del barrenador en México,
especies de importancia econdmica, biologia y habitos, dafios en cafia de azlcar,
métodos de control y entomopatdgenos para el control del barrenador.

- Capitulo Il, primer articulo del trabajo de Tesis que cubre el objetivo especifico
a, el cual fue publicado en revista reconocida por el Journal Citation Reports (JCR).
Titulo del articulo: “Identificacién morfolégica y molecular de barrenadores del tallo
de la cafia de azucar distribuidos en Sinaloa”, publicado en el NUmero 1, Volumen

41 de la Revista Southwestern Entomolologist.

- Capitulo Ill, segundo articulo del trabajo de Tesis que cubre los objetivos
especificos b y ¢, el cual fue sometido a revista reconocida por el Journal Citation
Reports (JCR). Titulo del articulo: “Morphological and molecular characterization of
entomopathogenic fungi with potential to control sugarcane borers (Lepidoptera:

Crambidae) in Sinaloa”, sometido a la revista Southwestern Entomologist.

- Capitulo 1V, tercer articulo del trabajo de Tesis que cubre los objetivos
especificos d, e y f, el cual se encuentra en manuscrito para su revision. Titulo del
manuscrito: “Evaluacién de la efectividad de hongos entomopatégenos contra el
barrenador del tallo de cafia de azucar Diatraea considerata Heinrich en campo”.

- Capitulo V, Conclusiones generales y recomendaciones.
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REVISION BIBLIOGRAFICA




Importancia del barrenador en México

Los barrenadores del tallo (Lepidoptera: Crambidae) son una plaga importante para
la produccion de muchos cultivos en las regiones tropicales y subtropicales,
principalmente en cafia de azlcar y maiz debido a la importancia econémica y social
que tienen estos cultivos (Rodriguez del Bosque, 2004; Rodriguez del Bosque y
Vejar-Cota, 2008). En México, el barrenador es el insecto plaga principal que limita
la produccion de cafia de azucar tanto por los dafios directos como por los costos
de laimplementacion de métodos de control eficaces (Humbert, 1974; Toledo, 1993;
Flores, 2007). Aunque, el barrenador se encuentra distribuido en todas las zonas
cafieras del pais (Rodriguez del Bosque et al.,, 2014), los mayores dafos los
ocasiona en los estados de Sinaloa, Tamaulipas y San Luis Potosi (Toledo, 1993;
Flores, 2007). Flores (2007) mencioné que en Las Huastecas la intensidad de
canutos barrenados fue del 15% y en la zona cafiera de Los Mochis la infestacién
fue del 22 al 28% en 1987-1990 aun con la aplicacion de insecticidas. Toledo (1993)
menciono que en Los Mochis algunos campos presentaron hasta el 40% de canutos
barrenados, mientras que Humbert (1974) indic6 que estudios realizados para la
misma regién mostraron pérdidas de 300 g de azucar por tonelada de cafa por cada
1% de dafio por barrenador. Aunque esta plaga causa dafios como perforaciones y
galerias en el interior del tallo, el principal impacto econdémico lo realizan los hongos
y bacterias que penetran y se diseminan por la actividad del barrenador
(principalmente el hongo denominado “muermo rojo”, Colletotrichum falcatum
Went.), el cual reduce la calidad de los jugos del tallo y dificulta el proceso de
extraccidon del azucar en fabrica (Flores y Abarca, 1961; Teran, 2009). Lo anterior
ocasiona pérdidas estimadas en 100 millones de pesos en alrededor de 25 mil
hectareas de cultivo cada afo, con dafios que varian del 15 al 28% de canutos
barrenados (Vejar-Cota, 2004; Rodriguez del Bosque y Vejar-Cota, 2008).




Especies de importancia econémica

En cualquier region del mundo donde se cultiva alguna graminea, existe al menos
una especie de barrenador que ocupa el suculento nicho del tallo (Jepson, 1954;
Smith et al., 1993; Wiedenmann, 2004). Las principales especies del barrenador
alrededor del mundo pertenecen al orden Lepidoptera, en particular a las familias
Crambidae, Pyralidae, Noctuidae, y Castniidae (Smith et al., 1993), mientras que
muy pocas son de importancia en el orden Coleoptera (Leslie, 2004). En México,
los barrenadores se encuentran distribuidos en todas las zonas cafieras y existen
alrededor de 14 especies pertenecientes a las familias Crambidae (Diatraea,
Eoreuma y Xubida), Coleophoridae (Blastobasis) y Castniidae (Telchin); no
obstante, las mas importantes pertenecen a los géneros Diatraea — Eoreuma dentro
de Crambidae (Solis, 2004; Flores, 2007; Rodriguez del Bosque et al., 2014). Las
especies mas importantes de barrenadores en cafia en México son: Diatraea
grandiosella Dyar, D. saccharalis (F.), D. considerata Heinrich, D. magnifactella Dyar
y Eoreuma loftini (Dyar) (Rodriguez del Bosque et al., 2014). De las especies
anteriores, estan presentes en los tres ingenios de Sinaloa (Los Mochis, Navolato y
El Dorado), a D. considerata, D. grandiosella y E. loftini (Fig. 1), siendo la primera la
mas importante y destructiva (Rodriguez del Bosque y Vejar-Cota, 2008; Vejar-Cota
et al., 2016).

Biologia y habitos

El barrenador del tallo pasa por cuatro estados de desarrollo: huevo, larva, pupa y
adulto (Flores, 2007; Teran, 2009). Mas del 90% de las hembras de D. considerata
se aparean durante las primeras 24 horas y lo realizan una sola vez en su vida,
mientras que los machos lo pueden hacer 1.6 veces en promedio, con 1 o 3
apareamientos (Osorio y Cibrian, 2000). Las especies de Diatraea pueden colocar
desde unos cuantos huevos hasta varios cientos en toda su vida (Smith et al., 1993).
Para el caso de D. considerata, la hembra coloca de 365 a 522 huevos dependiendo

del retardo en su apareamiento (Osorio y Cibrian, 2000), mientras que otro estudio
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reportd que la hembra colocé de 250 a 300 huevos dependiendo del tipo de dieta
suministrada durante la etapa larval (Rojo, 2015).

La biologia y ecologia de los barrenadores es similar, y solo algunos habitos
como sitios de oviposicion y de alimentacion son diferentes entre las especies de
los géneros Diatraea y Eoreuma (Leerdam et al., 1986; Smith et al., 1993; Leslie,
2004; Rodriguez del Bosque et al., 2014). Los huevos de Diatraea se pueden
encontrar tanto en el haz como en el envés de las hojas tiernas (Fig. 2a), y
dependiendo de la especie, las oviposturas pueden variar de uno a mas de 100
huevos. En el caso de D. considerata bajo condiciones de campo, la ovipostura
presentd de 10 a 126 huevos (media de 22.7 huevos/masa), mientras que en D.
grandiosella fue de 1 a 5, siendo mas frecuente 2 huevos por ovipostura (Lugo,
2008). Por otro lado, las hembras de E. loftini colocan los huevos en los dobleces y
hendiduras de las hojas secas de la base del tallo (Fig. 2b) (Leerdam et al., 1986;
Flores, 2007; Meagher y Gallo, 2008). En general, este estado de desarrollo dura
de 8 a 15 dias dependiendo de la especie y las condiciones ambientales (Flores,
2007). Rojo (2015) mencion6 que independientemente de la dieta suministrada, los
huevos de D. considerata tardaron 5 dias para eclosionar bajo condiciones de

laboratorio.

Las larvas recién emergidas de los barrenadores (Diatraea-Eoreuma) son
muy activas y avanzan rapidamente devorando pequefias areas verdes de la lamina
foliar, resguardandose en el centro del meristemo apical de la planta (Fig. 2c);
posteriormente algunas larvas del segundo instar perforan la nervadura central
albergandose en el tejido carnoso por corto tiempo. A partir del tercer instar las
larvas descienden a través de las hojas del meristemo apical perforando los canutos
en crecimiento, para posteriormente penetrar al tallo y realizar las galerias conforme
se van alimentando (Fig. 2d) (Flores, 2007; Lugo, 2008; Meagher y Gallo, 2008).

Las larvas de Diatraea avanzan longitudinalmente barrenando uno o mas
canutos dependiendo de la dureza del tallo, mientras que las larvas de E. loftini lo
hacen en ambas direcciones y cerca del nudo. A diferencia de Diatraea que




expulsas sus residuos a traves de orificios, E. loftini los va empaquetando durante
la formacién de la galeria. Lo anterior tiene implicaciones importantes para el control
biolégico de estas especies (Smith et al., 1993). Dentro del tallo, la larva muda dos
veces mas hasta alcanzar el quinto instar en un lapso de 25 dias, para enseguida
transformarse en pupa (Fig. 2e), durando en este estado alrededor de 10 dias. Antes
de pupar, la larva en su ultimo instar forma la camara pupal en el interior del tallo,
incluyendo al final de la galeria, una cubierta débil en la corteza para formar una
ventana de salida al momento de emerger el adulto (Fig. 2f). Los adultos pueden
vivir de 3 a 4 dias (Flores y Abarca, 1961; Flores, 2007; Teran, 2009), sin embargo
la longevidad de D. considerata se ve afectada por el tiempo de la copula de la
hembra, y este puede variar desde 6.2 dias si el apareamiento ocurre en el primer
dia de la emergencia hasta 11.3 dias si no hubo apareamiento (Osorio y Cibrian,
2000). El ciclo biolégico completo del barrenador dura 43 dias bajo las condiciones
ambientales de Sinaloa y pueden ocurrir de 3 a 5 generaciones en el afio (una bien
definida en primavera y las otras en el verano, existiendo traslape de generaciones)
(Flores y Abarca, 1961; Flores, 2007). En contraste, bajo condiciones de laboratorio,
la pupa de D. considerata tardé seis dias para emerger el adulto y el ciclo completo
varié de 70 a 108 dias dependiendo del tipo de dieta suministrada a la larva (Rojo,
2015)

Dafos en cafa de azucar

La cafia de azucar es atacada por el barrenador durante todo su desarrollo, desde
el trozo utilizado en la siembra, hasta la cosecha. Los dafios ocasionados en el
follaje por larvas recién emergidas son insignificantes, mientras que los dafios
causados dentro del tallo y en las yemas pueden ser significativos dependiendo de
su severidad. Los dafios por el barrenador se pueden clasificar en directos e
indirectos (Flores y Abarca, 1961; Flores, 2007; Vejar-Cota, 2010). El dafio directo
se refiere a los destrozos causados por la larva al realizar galerias en el interior del
tallo (Fig. 2h) y a la perforacion de las yemas (las cuales no germinan al usarse

como semilla). Cuando la cafia es pequefia se forman los denominados “cogollos
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muertos”, originados por la muerte del meristemo apical de la planta en desarrollo
(Fig. 2g). Cuando la planta presenta canutos y la larva ocasiona la muerte del
meristemo apical, se inicia el brote de las yemas laterales, afectando la calidad de

la materia prima (Flores y Abarca, 1961; Hall y Bennett, 1994; Flores, 2007).

El dafio indirecto es considerado como el més importante, ya que esta
relacionado con la transmision de enfermedades que se diseminan a traves del tallo
por los orificios realizados por el barrenador (Flores y Abarca, 1961). Entre estas
enfermedades, principalmente se encuentra el lamado "muermo rojo", causado por
el hongo C. falcatum (Estado perfecto: Glomerella tucumanensis [Speg.] Arx &
Muller), el cual, ocasiona fermentaciones que disminuyen la pureza de la sacarosa
y tifien el interior del tallo de color rojo (Fig. 2i), dificultando la clarificacion del jugo
en el proceso de extracciéon del azicar en fabrica (Hall y Bennett, 1994; Mendoza,
1996; Flores, 2007; Meagher y Gallo, 2008; Teran, 2009).

Las evaluaciones para estimar las pérdidas ocasionadas por los dafios del
barrenador en cafia de azlcar han sido similares y existen varios estudios que
relacionan el dafio con algunos parametros de produccion, tales como, pureza,
sacarosa, produccion de cafia o la combinacion de éstas (Leslie, 2004). Teran
(2009) menciono que las pérdidas en produccion de campo y fabrica ocasionadas
por barrenadores estan correlacionadas con la severidad del dafio, y en muchas
ocasiones estan subestimadas. En el caso de las pérdidas de azucar por cada 1 %
de dafio por barrenador, éstas pueden variar dependiendo de factores como:
variedad de la cafia, edad de los tallos examinados, localizaciéon del dafio y la
especie de barrenador, por lo que las pérdidas en azucar pueden ser desde 0.18 %
hasta 1.6 % (Teran, 2009). En México, no existen estudios documentados sobre la
estimacion de las pérdidas causadas por los barrenadores. Algunos datos fueron
mencionados por Humbert (1974) desarrollados por Millan, quien comento pérdidas
de 300 g de azucar por tonelada de cafia por cada 1% de dafio por barrenador.
Vejar-Cota (2004) realiz6 un analisis economico de las pérdidas en produccion
basado en parametros de produccion del ingenio Mochis y al factor de pérdidas

internacional (0.5% de sacarosa por cada 1% de dafio por barrenador) definido por
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Mendoza (1996), lo que se tradujo en pérdidas 9.4 kg de azucar / ton cafa con el
21.4 % de dafio por barrenador (439 g / ton cafia por cada 1 % barrenador). Esto
significa pérdidas econdémicas en la regién de 5.17 millones de ddlares por cada

millébn de ton de cafa molida.

Métodos de control

Para el manejo de las poblaciones de barrenadores se han usado diversas técnicas,
en las que se incluye al control quimico, biolégico, resistencia varietal (Meagher y
Gallo, 2008) y cultural (Leslie, 2004; Flores, 2007; Vejar-Cota et al., 2008).

Resistencia varietal

El empleo de variedades resistentes al ataque de barrenador es la primer linea de
defensa que se ha utilizado para reducir el efecto de los dafios de este insecto
(Mendoza, 1996). La obtencién de variedades resistentes es una dindmica continua
dentro de los programas de mejoramiento genético con el fin de generar variedades
con caracteristicas convenientes de explotacion comercial (Meagher, 1997). Entre
los factores implicados en la resistencia de la cafa al dafio de barrenador se citan
a la dureza de su corteza, diametro y atributos fisicos del interior del tallo y la
pubescencia de las hojas, aunados a ciertos mecanismos de resistencia en algunos
genotipos de cafia como antibiosis y disuasion de la alimentacion (Meagher et al.,
1996; Meagher y Gallo, 2008).

Pérez y Hernandez (1994) evaluaron la resistencia al dafio del barrenador en
variedades sembradas en el Ingenio Los Mochis resultando la MEX-68-1347, MEX-
68-P23 y la CO-977 como las menos dafiadas, sin embargo también concluyeron
que estas variedades no son las mas sembradas porque sus caracteristicas

agrondmicas no son las mas sobresalientes.

12



Control cultural

Las buenas practicas agronémicas que permitan el desarrollo y crecimiento
adecuado de las plantas como la fertilizacion y los trabajos de cultivo oportunos asi
como la apropiada calendarizacion de riegos contribuyen a reducir las poblaciones
del barrenador (Meagher, 1997). Otras practicas culturales que influyen en la
disminucién del dafio ocasionado por el barrenador son: la siembra de cafia en la
época mas desfavorable al desarrollo de la plaga (Mendoza,1996), la destruccion
oportuna de malas hierbas para eliminar la presencia de la plaga en hospederos
alternos (CANAMIP, 2000; Flores, 2007), la quema de los residuos de cafia elimina
practicamente el 100 % de los barrenadores que quedan en las puntas que no se
cosechan y hasta el 60 % en los troncones (cepas), ya que las larvas se protegen
en los tallos subterraneos (Flores, 2007; Vejar-Cota et al., 2009), el establecimiento
de cultivos trampa como el sorgo cerca de los cafiaverales permite la eliminacion
de las larvas que infestan estos cultivos al ser destruidos mecanicamente (Mendoza,
1996), el “destroncone” o eliminacion de los trozos de tallo remanentes después de
la cosecha también ayudan a disminuir las poblaciones del barrenador (Flores,
2007; Vejar-Cota et al.,, 2009). Aunque en algunas zonas cafieras de México y
Sudamérica se practica la eliminacién de los meristemos apicales muertos “corazén
muerto” en etapa de inicio de desarrollo de la cafa “pelillo” (Pérez et al., 1993;
CANAMIP, 2000; Teran, 2009), no se considera una practica econémicamente
factible, ademas de reducir el impacto de algunos agentes de control biologico
(Flores, 2007; Vejar-Cota et al., 2008).

Control quimico

Los insecticidas pueden ser efectivos si son aplicados para el control de adultos y
estados iniciales de las larvas, aunque, una vez dentro del tallo su control es dificil
(Meagher y Gallo, 2008). Las aplicaciones de insecticidas para el control del
barrenador resultan costosas y con resultados inciertos (Flores y Abarca, 1961,
Toledo, 1993; Meagher et al., 1996; Meagher, 1997; Flores, 2007). Se han evaluado
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y utilizado muchos productos quimicos en las ultimas décadas como el endosulfan,
metamidofds, paration metilico, etc., sin embargo, estos no lograron reducir
significativamente los problemas de los productores, que por el contrario, han
elevado los costos de produccion por su aplicacion, aunado a la contaminacion y

eliminacién de los enemigos naturales (Flores, 2007; Teran, 2009).

Control bioldgico

Los insecticidas sintéticos han sido el pilar del control de plagas por mas de 50 afios,
sin embargo, la resistencia, el resurgimiento de plagas y la preocupacion por el
impacto ambiental han motivado de manera urgente la busqueda de alternativas
basadas en el control biologico (Charnley y Collins, 2007). La cafia de azucar es un
cultivo apropiado para implementar el uso de agentes de control biolégico, debido a
que es de ciclo largo, requiere pocas practicas culturales y tolera cierto nivel de dafio
(Hall y Bennett, 1994; Legaspi et al., 2000). El control biolégico de los barrenadores
se ha llevado a cabo en diferentes paises, con diferentes agroecosistemas y
diversas condiciones climaticas empleando diversos agentes (Rodriguez del
Bosque, 1994) tales como parasitoides, depredadores y entomopatdégenos que
actian sobre cualquiera de los estados de desarrollo (Smith et al., 1993; Mendoza,
1996). Los enemigos naturales mas utilizados en programas de control biolégico
contra barrenadores del tallo han sido tradicionalmente los parasitoides (Smith et
al., 1993; Smith, 2004). Vejar-Cota (2004) presento informacion detallada del control
biolégico de barrenadores en el ingenio Mochis, donde se liberaron de 11 especies
de parasitoides tanto exéticos como nativos, asi como otros estudios de evaluacién
y seguimiento, concluyendo que después de 12 afos, el control biolégico sigue
siendo la estrategia con mayores probabilidades de éxito. A pesar de todos los
trabajos realizados para el control de barrenadores en los ultimos 20 afios en
Sinaloa, aun no se ha logrado establecer un parasitoide que controle eficientemente
al barrenador (Vejar-Cota, 2016). Una alternativa para el control biolégico de

barrenadores en el pais es el uso de entomopatdégenos, por lo que el interés en su

14



evaluacion y utilizacion se ha incrementado como parte de la busqueda de
estrategias amigables para el control de esta plaga (Hernandez, 1994; Hernandez
y Lezama, 2004; Vejar-Cota, 2016).

Entomopatdgenos para el control del barrenador

Los patdgenos de insectos son una parte importante del control natural e incluyen
bacterias, virus, hongos, nematodos y protozoarios (Kaya y Lacey, 2007,
Hernandez-Veladzquez et al., 2012), los cuales se aplican mediante el desarrollo de
formulaciones biologicas (Driesche, 2007). Ademas de la infeccién natural y la
introduccién dentro del control bioldgico clasico, este grupo de microorganismos son
utilizados comunmente dentro de las estrategias de control biolégico por inundacion

para el control de una plaga (Kaya y Lacey, 2007).

Nematodos

Los nematodos entomopatdégenos son altamente letales para los insectos de
importancia econdmica y seguros para las plantas (Bustillo, 1976). Existen 23
familias de nematodos que infectan insectos, de las cuales siete tienen especies
con potencial para su uso en los programa de control bioldgico de insectos; sin
embargo solamente las familias Sterneinematidae y Heterorhabditidae presentan
especies que se han utilizado como insecticidas microbiales comerciales alrededor
del mundo (Koppenhofer, 2007). Ejemplos de estas familias son los géneros
Steinernema y Heterorhabditis, los cuales son muy efectivos en el suelo, y actian
en simbiosis con bacterias de los generos Xenorhabdus y Photorhabdus (Bustillo,
1976). El estado juvenil infectivo de los nematodos acarrea a la bacteria simbionte
en sus intestinos, y una vez que localiza a un hospedero apropiado, lo invade
penetrando a través de las aberturas naturales (boca, espiraculos, ano) o por areas

delgadas de la cuticula hasta llegar al hemoceloma; una vez dentro, la bacteria
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simbionte se propaga matando al hospedero por septicemia y metabolizando los
tejidos. Los nematodos inician su desarrollo y se alimentan de la bacteria y los
tejidos metabolizados del hospedero; después de 1 a 3 generaciones, una nueva
generacion de juveniles infectivos emerge del cadaver del hospedero (Koppenhofer,
2007).

Hernandez-Velazquez et al., (2012) realizaron una revision de los nematodos
evaluados en laboratorio para el control de D. sacharalis y E. loftini en el continente
Americano, incluyendo a las especies S. glaseri (Steiner), S. carpocapsae (Weiser),
S. feltiae (Filipjev), S. rarum (Doucet), H. heliothis (Khan, Brooks and Hirschmann),
y H. bacteriophora (Poinar); sin embargo, no encontraron informacion de
evaluaciones de campo. Aungque en México no hay reportes de evaluaciones de
campo utilizando a los nematodos, existe potencial para el control biol6gico de las
especies de Diatraea debido a que se han encontrado especies de nematodos en
plantaciones de cafia, aunado a su alta infectividad en D. saccharalis (Hernandez-
Veldzquez et al., 2012). Grifaldo (2010) aisl6 en suelos de los cafiaverales de
Veracruz a la especie S. riobrave (Cabanillas, Poinar and Raulston), y mediante
bioensayos encontré patogenicidad en larvas de D. saccharalis. Por otro lado,
Castro-Ortega et al. (2014) encontraron tres aislados de nematodos en Morelos,
uno de ellos en larvas de D. magnifactella y los otros en el suelo, aunque aun
desconocen la especie, consideran que tienen potencial para utlizarse en
programas de control biolégico de barrenadores. En otros estudios, Spaull (1990)
evalué a Heterorhabditis sp. como posible agente de biocontrol de larvas de Eldana
saccharina Walker, encontrando una mortalidad mayor del 40% al realizar
aplicaciones con una suspension de 11,000 millones de juveniles infectivos en 7,400
L de agua/ha. Observé ademas, que la mortalidad de las larvas fue mayor cuando
las aplicaciones se realizaron por la tarde que las realizadas en la mafiana o a

mediodia.
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Bacterias

Las bacterias patogénicas de insectos se pueden encontrar en una variedad de
habitats en cualquier parte del mundo, incluyendo agua, suelo, plantas y animales
(Fisher y Garczynski, 2012). Alrededor de 90 especies de bacterias son causantes
de enfermedades en los insectos, y s6lo algunas tienen un alto potencial como
agentes de control biologico (Nicholls, 2008). Estas bacterias patdgenas de insectos
se agrupan en las familias Bacillaceae, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae,
Streptococcaceae, y Micrococcaceae (Tanada y Kaya, 1993). Actualmente, el
principal bioinsecticida utilizado a base de bacterias se encuentra en la familia
Bacillaceae y la mas conocida, estudiada y utilizada es Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt) (Ibarra, 2007), debido a que tiene un alto grado de toxicidad sobre una
amplia gama de hospederos de los érdenes Coleoptera, Diptera, Hymenoptera y
Lepidoptera (Garczynski y Siegel, 2007). Las bacterias entomopatdgenas mas
importantes en el control biolégico incluyen a Bacillus sphaericus Neide,
Paenibacillus (anteriormente Bacillus) popilliae (Dutky), B. thuringiensis, Clostridium
spp (C. brevifasciens (Bucher) y C. malacosomae (Bucher)), Serratia marcescens
Bizio y S. entomophila Grimmont et al. (Ibarra, 2007). A excepcion del género
Serratia, las especies citadas anteriormente son formadoras de esporas y se
considera que tienen potencial como insecticidas microbiales (Angus, 1965;
Nicholls, 2008). En el caso de Bt, los cristales paraesporales paralizan el intestino
de varias especies de lepidopteros, permitiendo la facil penetraciéon de las células
vegetativas (Poinar y Thomas, 1984). Los pasos que involucra el modo de accion
de las proteinas de Bt después de su ingestion son: 1) solubilizacion de los cristales
por el alto pH alcalino del intestino medio, 2) activacion de las proteinas por las
proteasas, 3) unioén de las toxinas a receptores especificos localizados en las micro
vellosidades de la membrana de las células epiteliales columnares del intestino
medio, y 4) insercion de la toxina en la membrana, formando un poro que induce la
ruptura celular (Hernandez-Velazquez et al., 2012). Son pocos los estudios que se
han realizado con esta bacteria en especies de Diatraea en el continente americano
segun lo sefala Hernandez-Velazquez et al. (2012), incluso el mismo autor sefiala

gue no hay reportes de aislamientos de Bt de cadaveres de larvas de Diatraea; sin

17



embargo, algunas cepas de Bty toxinas puras han sido evaluadas en barrenadores.
Algunos estudios recientes con Bt solo o en combinacibn con otros
entomopatdgenos se han realizado con D. magnifactella encontrando resultados
prometedores tanto en el laboratorio como en campo (Buenosaires-Alvarez et al.,
2014; Flores-Ricardez et al., 2014). Rosas-Garcia et al. (2004) evaluaron 12 cepas
de Bt (complejo proteina cry -espora) a concentraciones de 50 y 500 ug/ml de dieta
en larvas de 2 dias de edad de D. saccharalis (F.). Las cepas utilizadas fueron HD1,
HD2, HD9, HD29, HD37, HD59, HD133, HD137, HD559, GM7, GM10 y GM34 (las
dltimas tres nativas). Las cepas HD133, HD559, GM7, GM10, GM34 mostraron
toxicidad, siendo ésta ultima la mas toxica. Con base en los resultados concluyeron

gue Bt puede ser usada como una alternativa para el control de D. saccharalis.

Virus

Los virus que atacan a los insectos pertenecen a las familias: Baculoviridae,
Reoviridae, Poxviridae, Iridoviridae y Polydnaviridae. De ellas, las méas utilizadas
son Baculoviridae, Reoviridae y Poxviridae que presentan envolturas proteicas de
proteccion (Faulkner y Boucias, 1985; Cory y Evans, 2007). Los baculovirus son los
mas utilizados con fines de control biol6gico, debido a que tienen una gama de
hospedantes limitados a algunas especies de lepiddpteros, himendpteros, dipteros,
coleodpteros y tricopteros. Hasta el momento se han encontrado alrededor de 450
especies de virus patdégenos de insectos y acaros (Cory y Evans, 2007). Hernandez
(1994) indica que el virus de la granulosis (VG) y el virus de la poliedrosis nuclear
(VPN) afectan larvas del barrenador en Colima, México, mientras que Mendoza
(1996) menciona a ambos entomopatdgenos ejerciendo un control efectivo del
barrenador en Brasil. En un estudio reciente, Vejar-Cota y Garcia-Gutiérrez (2013)
realizaron muestreos de larvas de barrenadores en Sinaloa y encontraron la
presencia de individuos infectados por virus debido a sus sintomas, incrementando
su presencia entre los meses de octubre y diciembre. Hernandez-Velazquez et al.

(2012) realizaron una revision extensiva de los virus evaluados en barrenadores en
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el continente americano, encontrando cuatro virus estudiados en D. grandiosella y
D. saccharalis. Debido al origen de algunas especies de Diatraea en el territorio
mexicano, se presume gue existe la presencia de una gran diversidad de virus en
las poblaciones de Diatraea que atacan el cultivo de cafia (Hernandez-Veldzquez

et al., 2012), como lo observaron Vejar-Cota y Garcia-Gutiérrez (2013).

Hongos

Dentro de los entomopatdégenos, los hongos son considerados como los agentes de
mayor efectividad en el control de plagas agricolas debido a que regulan
eficientemente las poblaciones de insectos (Tanada y Kaya, 1993; Alatorre-Rosas
y Guzman-Franco, 2000), incluyendo a los o6rdenes Hemiptera, Lepidoptera,
Orthoptera y Diptera (Hajek et al., 2012). Debido a ello, existe un gran interés en el
uso de hongos como agentes de control bioldégico (Wraight et al., 2007). Estudios
taxondmicos recientes utilizando técnicas moleculares han proporcionado
informacion importante sobre la filogenia de los hongos, de esta manera muchos
géneros de hongos entomopatdgenos previamente manejados bajo la clase
Hyphomycetes, han sido reclasificados en el orden Hypocreales del filo Ascomycota
(Inglis et al., 2012). Se conocen alrededor de 700 especies de hongos
entomopatdégenos en 85 géneros, sin embargo, pocos han sido investigados como
potenciales micoinsecticidas. Los géneros de hongos patégenos de insectos de
mayor distribuciébn e importancia que se encuentran en el orden Hypocreales
(Ascomycota) son Beauveria, Metarhizium, Lecanicillium, Nomuraea, Isaria (antes

Paecilomyces) y Aschersonia (Charnley y Collins, 2007).

La mayoria de los hongos entomopatdgenos invaden a su hospedero por la
cuticula externa, aunque algunos son capaces de abrirse camino a través del canal
alimentario. Las esporas (unidades infectivas) se adhieren a la cuticula, germinan y
penetran al hospedero y posteriormente proliferan en el hemoceloma como
blastosporas o células ameboideas. La muerte del hospedero resulta de una

combinacion de acciones, que incluyen el agotamiento de los nutrientes,
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destruccion fisica o invasion de 6rganos y toxemia. Después de la muerte, y bajo
condiciones favorables, las hifas emergen del cadaver, produciendo esporas que
posteriormente son liberadas por el viento o la lluvia (Wraight et al., 2007; Inglis et
al., 2012). Como en otros entomopatégenos, los hongos se ven afectados en la
habilidad de sobrevivir, propagarse y matar a sus hospederos por diferentes
condiciones bidticas y abidticas. El entendimiento de estas condiciones es
fundamental para utilizar a los hongos entomopatdgenos bajo situaciones que les
den las mejores probabilidades de éxito. Entre los factores ambientales que limitan
la actividad de los hongos incluye a la radiacion solar, temperatura, humedad y la
lluvia (Wraight et al., 2007).

Hernandez-Veladzquez et al. (2012) realizaron una revision de hongos que
han sido aislados de barrenadores del genero Diatraea desde Argentina hasta
EEUU, citando a las especies B. bassiana (Balsamo) Vuillemin, B. brongniartii
(Sacc.) Petch., M. anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, P. fumosoroseus (Wize),
Hirsutella sp., Cylindrocarpon sp. y Nomuraea rileyi (Farlow) Samson. El empleo de
los hongos entomopatdgenos para el manejo de barrenadores del tallo en cafia de
azucar se enfoca principalmente a las especies M. anisopliae y B. bassiana
(Hernandez, 1994). Mendoza (1996) menciona que en Brasil y Cuba se ha
encontrado a M. anisopliae y B. bassiana afectando a larvas del barrenador en
forma natural; mientras que en México se han encontrado en Colima (Lezama,
1994). Vejar-Cota (2004) cita las especies B. bassiana y Hirsutella sp. afectando
larvas en forma natural de las especies de barrenadores distribuidas en Sinaloa. Es
importante considerar, que la efectividad en campo de los hongos
entomopatdégenos, depende del contacto de las esporas con el hospedero, la

formulacién y la virulencia del patégeno (Hernandez-Velazquez et al., 2012).
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Fig 1. Especies de barrenadores presentes en el cultivo de cafia de azlcar en
Sinaloa. (a) Diatraea considerata Heinrich, (b) D. grandiosella Dyar y (c) Eoreuma
loftini (Dyar).

Fig. 2. Estados de desarrollo del barrenador y tipos de dafios en cafia de azucar.
(a) huevos de Diatraea spp, (b) huevos de E. loftini, (c) larva pequefia de Diatraea
en la hoja, (d) larva madura de Diatraea en el tallo, (e) pupa de Diatraea en el tallo,
(f) adulto de Diatraea ), (g) dafio al meristemo apical (cogollo muerto), (h) dafio fisico
al tallo, (i) dafio por enfermedades (muermo rojo).
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IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE BARRENADORES DEL
TALLO DE LA CANA DE AZUCAR DISTRIBUIDOS EN SINALOA

Resumen

Se identificaron mediante estudio de los genitales de machos a tres especies de
barrenadores de la cafia de azlcar distribuidos en 28 sitios de muestreo de las
zonas carferas norte y centro de Sinaloa. La identificacion molecular de éstas se
hizo secuenciando el gen de la subunidad | de la enzima citocromo c oxidasa (COI)
del ADN mitocondrial. Se identificé a Diatraea considerata Heinrich, D. grandiosella
Dyar, y Eoreuma loftini (Dyar) distribuidas en la zona cafiera norte (Los Mochis) y
centro (El Dorado). Las secuencias de nucledtidos de estas especies comparadas
en el GenBank tuvieron similitud con D. considerata 99% (673 pb) (acc. no.
KP259614), para D. grandiosella del 97% (647 pb) (acc. no. KP259615), y para E.
loftini del 99% (645 pb) (acc. no. KP259616). Se hizo también un analisis de Maxima
Verosimilitud (ML) para determinar la proximidad entre estas especies, encontrando
qgue las secuencias corresponden a estas mismas especies reportadas en el
GenBank, con el 96% para D. considerata, 88% para E. loftini, y el 100% para D.
grandiosella, dando con esto mayor precision sobre la identidad de las especies
distribuidas en esa area. Esta informacidén es béasica para la implementacion de

futuras estrategias de control biol6gico de estas plagas en Sinaloa.

Abstract

Three species of sugarcane borers were identified based on study of the male
genitalia; these were distributed at 28 sampling sites of northern and central
sugarcane areas in Sinaloa, Mexico. The molecular identification of the three species
was done by sequencing the enzyme gene of the subunit | of cytochrome c oxidase

(COI) of the DNA mitochondrial. Diatraea considerata Heinrich, D. grandiosella
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Dyar, and Eoreuma loftini (Dyar) were identified with their distribution in north zone
(Los Mochis) and central zone (El Dorado) of sugarcane area. The nucleotide
sequences of these species were compared in GenBank, had a similarity to D.
considerata 99% (673 bp) (acc. No. KP259614), D. grandiosella 97% (647 bp) (acc.
no. KP259615), and E. loftini 99% (645 bp) (acc. no. KP259616). An Analysis of
Maximum Likelihood (ML) was done to determine the proximity between these
species, founding that the sequences correspond to these same species reported in
GenBank, with a confidence of 96% to D. considerata, 88% to E. loftini, and 100%
to D. grandiosella, giving certainty to the identification of these species distributed in
this area. This information is basic for the implementation of future strategies for

biological control of these pests in Sinaloa.

Introduccién

La produccién de la cafia de azlucar (Saccharum officinarum L.) en México asciende
a 54 millones de ton de cafia y 6 millones de ton de aztcar en 790,000 ha de cafa
cultivada anualmente (CONADESUCA 2014). Uno de los factores limitantes para
el cultivo de la cafia de azucar en el pais son los barrenadores del tallo, los cuales
se encuentran distribuidos en todas las zonas cafieras de México (Rodriguez del
Bosque et al. 2014). Los géneros de importancia econdémica son Diatraea y
Eoreuma, estas ocasionan pérdidas en producciéon de 2 a 10 ton de cafia por ha

(Rodriguez del Bosque y Vejar-Cota 2008, Rodriguez del Bosque et al. 2014).

En Sinaloa, esta plaga causa pérdidas econémicas de 100 millones de pesos
en 25 mil ha de cultivo cada afio (Rodriguez del Bosque y Vejar-Cota, 2008). Un
problema para los productores cafieros en el Estado es la movilizacion de nuevas
especies de barrenadores (Rodriguez del Bosque y Pantaledn-Paulino, 2012;
Rodriguez del Bosque et al., 2014). Aunque la biologia y ecologia de los
barrenadores es similar, algunos habitos como sitios de oviposicién y de
alimentacion son diferentes entre las especies de los géneros Diatraea y Eoreuma
(Leerdam et al., 1986; Smith et al., 1993, Rodriguez del Bosque et al., 2014), lo que
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limita la implementacion de estrategias de manejo de esta plaga, principalmente en
la seleccion y establecimiento de parasitoides (Wiedenmann et al., 2003, Rodriguez
del Bosque et al., 2014).

Rodriguez del Bosque et al. (2014) generaron informacion sobre las especies
de barrenadores de importancia econémica en México, asi como su distribucion y
estrategias de manejo; sin embargo, las técnicas para la separacion de especies
son escasas, debido a que comparten caracteristicas similares, principalmente en
los estados de huevo, larva y pupa (Agnew et al., 1988; Riley y Solis, 2005; Passoa,
2014). Bleszynski (1969) provee informacion detallada para identificar adultos de
barrenadores mediante el analisis de los genitales, lo que le da mayor precision a la
identificacion de la especie para la seleccidon de agentes de control biolégico
apropiados y el uso de estrategias de manejo especificas. Agnew et al. (1988)
compararon especies de barrenadores que han sido confundidas, y sefialan que el
uso de los genitales del macho proporciono suficiente evidencia para la separacion
de especies. Vargas et al. (2013) describieron a tres especies de barrenadores del
Valle del Rio Cauca en Colombia, mencionando que la separacion de especies en
estado de pupa y los genitales del macho proporcioné evidencia suficiente para su

identificacion.

Hebert et al. (2003) lograron la identificacion exitosa de 200 especies de
Lepidoptera, con lo cual propusieron un sistema de identificacibn de especies
mediante la secuenciacion del gen de la subunidad | de la citocromo c¢ oxidasa (COl)
del ADN mitocondrial (ADNmt) que definieron como “Cddigo de barras”.
Actualmente existen numerosos trabajos de secuenciacion del gen COI del ADNmt
de insectos (Hajibabaei et al., 2006). Lanteri (2007) y Jinbo et al., (2011) mencionan
gue la secuenciacion de una fraccién del COI no sustituye la taxonomia alfa o la
filogenia, pero ayuda a agilizar las tareas de identificacién en cualquier estado de
desarrollo del insecto. Por lo anterior, el presente trabajo tuvo por objetivo: identificar
morfolégica y molecularmente a las especies de barrenadores de la cafia de azucar

distribuidas en las regiones caferas del norte y centro de Sinaloa.
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Materiales y métodos
Obtencion de los insectos

De agosto de 2013 a marzo de 2014, se realizaron colectas del barrenador del tallo
en dos zonas cafieras del estado de Sinaloa, 23 sitios de muestreo en el norte (Los
Mochis, 25° 42' - 25° 53' N, 108° 53' - 109° 14' O; 5-20 msnm) y 5 en el centro (El
Dorado, 24° 21' - 24° 36' N; 107° 14' - 107° 27' O; 9-32 msnm) (Fig. 1). En una
parcela de cada sitio se tomaron 100 tallos con sintomas de dafio por barrenadores,

los cuales se cortaron longitudinalmente.

Después las larvas y/o pupas fueron extraidas y colocadas individualmente
en cajas de plastico de 6 cm de diametro para transportarlas al laboratorio. Se
colectaron 1,325 larvas y 211 pupas del barrenador en ambas zonas caferas del
estado, a una altitud de 5 a 32 msnm. Algunas larvas se conservaron en alcohol
etilico absoluto para utilizarlas en la caracterizacion molecular, y otras se
alimentaron con dieta artificial modificada para obtener adultos (Badilla et al. 1994)
(313 adultos, 180 machos y 133 hembras), los cuales fueron conservados en alcohol
al 70% para el andlisis de los genitales. Los especimenes identificados se

encuentran depositados en la coleccion de referencia del CIIDIR Sinaloa.

Extraccion y montaje de genitales

Los adultos se separaron por localidad, especie y sexo. A los machos se les cortd
la parte distal del abdomen y esta se colocé en un tubo de 2.0 mm con KOH al 10%
para ponerlo en bafio maria a 80°C por 20 min, se dio un lavado con agua destilada
y se deshidratd en alcohol absoluto. A los genitales se le eliminé el excedente de
tejido circundante y se separaron las estructuras bajo el microscopio estereoscopio
a 40X, después se montaron en balsamo de Canada. Se utilizaron las estructuras
genitales del macho por ser las que permiten la diferenciacion entre las especies

de barrenadores (Agnew et al., 1988; Vargas et al., 2013). Para la separacién de
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especies se utilizo la clave de Bleszynski (1969). Las fotografias de los genitales se
tomaron con un microscopio Carl Zeiss Primo Star® a 4X, con una camara digital
AxioCamERc5s® integrada y un estereoscopio Carl Zeiss Discovery V8® a 10, 20, y
40X.

Para determinar la distribucion de los barrenadores se tomé el numero
promedio de cada especie por cada parcela muestreada en cada zona cafiera.
Después se hizo una separacion de medias del niumero de larvas colectadas
mediante la prueba de t (P < 0.05) (SAS Institute, 2009).

Caracterizacion molecular

A cada larva de barrenador se le cortd un segmento de 2 mm de la region cefélica
y se colocé en un tubo de 1.5 mla -70°C por 30 min. Para la extraccién del ADN se
utilizé el kit comercial Promega (Wizard® Genomic DNA Purification Kit A1120,
Madison, WI). La amplificacion de la regién COI del ADNmt se hizo en un
termociclador (Veriti® 384-Well Thermal Cycler, Applied Biosystems®, Hercules,
CA). Se utilizaron los primers LC0O1490 (5-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-
3) y HCO2198 (5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') propuestos por
Folmer et al., (1994) y Hebert et al. (2003). La reaccién de PCR consistié en 5 pl de
Buffer GoTag® 1X, 0.5 ul de la mezcla de dNTP’s 0.2 mM, 1.0 ul de cada primer
0.2 mM, 0.25 ul de ADN polimerasa GoTaq® 1.25 U, 16.25 ul de agua ultra pura y
1 pl del ADN molde para obtener un volumen total de 25 pl. La amplificacion se
realizé en dos fases, la primera consistié en un ciclo de desnaturalizacion inicial (1
min a 94°C), cinco ciclos (1 min a 94°C), alineacién (1.5 min a 45°C), y extension
(1.5 min a 72°C). La segunda fase fue de 35 ciclos (1 min a 94°C), alineacion (1.5
min a 50°C), y extension (1 min a 72°C), y una extension final (5 min a 72°C) (Hebert
et al., 2003). Se incluy6 una muestra positiva (ADN de D. considerata del Centro de
Biotecnologia Gendmica) y una negativa (mezcla de los reactivos sin ADN). Cada
producto de la PCR fue limpiado con Exo-SAP IT® (Santa Clara, CA) por incubacion
a 37 y 80°C por 15 min en cada temperatura. Para la reaccion de secuenciacion se
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utilizé un kit comercial (Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing, NimaGen, The
Netherlands) y se purificd con un kit comercial (Big Dye® X-Terminator Purification).
La secuenciacion se realizO en un equipo automatizado ABI 3130 (Applied

Biosystems®).

Analisis de datos

Las secuencias obtenidas fueron ensambladas en el programa Lasergene SegMan
Pro® (Dnastar®, Boston, MA) y alineadas en el programa Clustal W 2.1, y luego se
compararon con las secuencias del National Center for Biotechnology Information
con el programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov). La informacion de las
secuencias del COI del ADNmt se subieron a la base de datos del GenBank con los
nameros de acceso KP259614 (D. considerata), KP259615 (D. grandiosella), y
KP259616 (E. loftini).

Ademas se compararon 30 secuencias de barrenadores del GenBank con
una longitud de 614 pb con las secuencias de las especies de barrenadores de este
trabajo, obteniendo asi un arbol de genes mediante el algoritmo de Maxima
Verosimilitud (ML) (Guindon y Gascuel, 2003) con el programa Mega 6 (Tamura et
al., 2013). Este arbol se utilizé para visualizar las secuencias obtenidas en este
trabajo junto con las secuencias obtenidas del GenBank de estas especies, y

confirmar con esto la identidad y variabilidad genética del material colectado.

Resultados y discusion

Identificacidén de especies de barrenadores

Las especies identificadas fueron Diatraea considerata Heinrich, D. grandiosella
Dyar, y Eoreuma loftini (Dyar) (Fig. 2). Lo anterior confirma la presencia de estas
especies con reportes previos para el estado (Vejar-Cota et al., 2005, Rodriguez del
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Bosque y Vejar-Cota, 2008). Con base en los estudios de Bleszynski (1969) y
Agnew et al., (1988), y considerando el estudio de las caracteristicas morfolégicas
de los genitales del macho se elaboro la siguiente clave pictorica para la separacion

de especies de barrenadores de Sinaloa.

CLAVE BASADA EN LOS GENITALES DEL MACHO PARA SEPARAR
ESPECIES DE BARRENADORES DE LA CANA DE AZUCAR EN SINALOA,

MEXICO.
1. Lobulo lateral del tegumen presente (Fig. 2-A3).................... D. considerata
-. Lobulo lateral del tequmen ausente (Fig. 2-B3, 2-C3).........ccooiiiiiiiinnns. 2

2. Valva simétrica con una espina subapical en los brazos laterales de la juxta (Fig.
2B ) D. grandiosella

-. Valva asimétrica con el proceso costal derecho truncado y ensanchado
distalmente, el proceso costal izquierdo ligeramente reducido en el centro y

curvado hacia el interior (Fig. 2-C2)......ccoiiiiiiiiiiiie e, E. loftini

Diatraea considerata se encontré en todas los parcelas muestreadas durante
los muestreos (n = 1,097 larvas), obteniéndose un promedio de 43.2 + 12.2 larvas
en la zona cafera norte y de 20.6 + 8.2 larvas en la zona cafera centro. Los
genitales del macho de D. considerata se caracterizan por presentar los I6bulos del
tegumen redondeados en forma de dedo (Bleszynski, 1969), caracteristica que
puede utilizarse para separarla de D. grandiosella y E. loftini en el estado adulto
(Fig. 2A-3).

Por otro lado, D. grandiosella (n = 113 larvas) se encontr0 en todas las
parcelas muestreadas de la zona cafiera centro (18.8 £ 6.4 larvas), mientras que en
la zona cafiera norte solo se encontro en 6 de las 23 parcelas (0.8 £ 2.2 larvas). La

caracteristica principal para distinguir esta especie es la ausencia del l6bulo
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teguminal y la presencia de una espina subapical en los brazos de la juxta de los
genitales (Fig. 2B-2).

Eoreuma loftini se encontré en 27 de las 28 parcelas muestreadas en ambas
zonas cafieras (n = 115 larvas). Esta especie se distingue de Diatraea debido a la
forma asimétrica de las valvas de los genitales del macho, asi como en la forma de

los procesos costales (Fig. 2C-2).

Caracterizaciéon molecular

Se obtuvo el producto de la PCR del gen COI del ADN de D. considerata, D.
grandiosella, y E. loftini. Las secuencias de nucleétidos obtenidos de cada especie
se observan en la Fig. 3. Estas secuencias concuerdan con las registradas en el
GenBank, obteniéndose una similitud del 99% para D. considerata (673 pb) y E.
loftini (645 pb), respectivamente, y del 97% para D. grandiosella (647 pb).

El &rbol de Maxima Verosimilitud (ML) (Fig. 4) agrupé la secuencia Seql de
la especie D. considerata con 96% de confianza, la secuencia Seq3 de la especie
E. loftini con un 88% y D. grandiosella con 100%. Estas con sus respectivos grupos

de secuencias provenientes del GenBank.

Estos resultados corroboraron la identificacion precisa de estas tres especies
de barrenadores distribuidas en las zonas cafieras norte y centro de Sinaloa. Este
método para la identificacion de barrenadores es basico para la implementacion de

futuras estrategias de control biol6gico de estas plagas en Sinaloa.
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Fig. 1. Sitios de muestreo de barrenadores de la cafia de azlcar en Sinaloa,
México.
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Fig. 2. Genitales &, A. Diatraea considerata, B. D. grandiosella y C. Eoreuma loftini.
Estructuras clave: 1) Aedeagus; 2) Valvas, juxta (j), brazos laterales (bl), espina
subapical (es), proceso costal dextral (pcd), proceso costal sinistral (pcs); 3)

Tegumen, uncus (u), gnathos (g), I6bulo lateral tegumenal (It).
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0i]395627993|gb]JO888361.1] Diatraea considerata

06 | Seql_organism_Diatraea_considerata_D._considerata

0i|395628001|gb|JQ888365.1|_D._considerata

44 0i|395628003|gb]JQ888366.1|_D._considerata
0i|395628043|gb]JQ888386.1|_Diatraea_aff. _considerata/magnifactella
0i|395628041|gb|JQ888385.1|_Diatraea_aff._considerata/magnifactella

88| ¢i|395628031|gb|JQ888380.1|_Diatraea_aff._considerata/magnifactella
0i|395628005|gb]JQ888367.1|_Diatraea_aff. _considerata/magnifactella

70 0i|395627999|gb|JQ888364.1|__D._considerata

100

EL— 0i|701219995|gb|KM289006.1|_Diatraea_saccharalis

0i[701219993|gb|KM289005.1|_Diatraea_saccharalis
100

90 - 9il428754211|gb|IX442647.1|_Diatraea_saccharalis
_|_— 0i|354801569|gb|IN108957.1|_Diatraea_saccharalis
84 0i|701219985|gb|KM289001.1|_Diatraea_saccharalis

H'_E;i|701219989|gb|KM289003.1|_Diatraea_sacchara|is

88 L— gi|395627983|gb|JQ888356.1|_Diatraea_saccharalis

0i|658384223|gb|KJ657612.1|_Eoreuma_densella
0i|669636724|gb|KM068906.1|_Eoreuma_loftini

88L Seq3_organism_Eoreuma_loftini

100 0 0i|658384189|gh|KJ657595.1|_Diatraea_lisetta
| i|658384185|gb|KJ657593. 1| Diatraea_lisetta
| 0i|284429393|gb|GU089417.1|_Diatraea_evanescens

97

52 | 0i|284429391|gb|GU089416.1|_Diatraeca_evanescens(2)
0i|284429391|gb|GUQR9416 1] _Diatraes evanescens

38 Seqg2_organism_Diatraea_grandiosella
0i|395627977|gb|JQ888353.1|_Diatraea_grandiosella
100 0i|395627975|gh|JQ888352.1|_Diatraea_grandiosella
100 | gi|395627973|gb|JQ888351.1|_Diatraea_grandiosella
0i|395627969|gb|JQ888349.1|_Diatraea_grandiosella

0.02

Fig. 4. Arbol de Méaxima Verosimilitud de las secuencias obtenidas de Diatraea
considerata (Seql), Diatraea grandiosella (Seq2), y Eoreuma loftini (Seq3), y

secuencias reportadas en el GenBank.
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
ENTOMOPATHOGENIC FUNGI WITH POTENTIAL TO CONTROL SUGARCANE
BORERS (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) IN SINALOA

Abstract

Eight new strains of entomopathogenic fungi from two Mexican collections were
identified using morphological and molecular traits to be used as possible biological
control agents against sugarcane borers in Sinaloa. Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuillemin, Metarhizum anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, and Isaria javanica
(Friederichs & Bally) Samson & Hywel-Jones were identified. For morphological
study, conidia, conidiogenous cell and the colonial growth rate were measured,
whereas for molecular characterization, the internal transcribed spacers of ribosomal
DNA (ITS) of each one were used. The strains of B. bassiana showed conidia smaller
than 3.5 um and were similar among them, both in color and appearance of the
colony. Conidia, conidiogenous cells and colonial growth of M. anisopliae and |I.
javanica strains were typical of each species, both in shape and color. The growth
rate of each strain was 2.05 to 3.03 mm/day. The nucleotide sequence of each strain
was compared with the GenBank database confirming than that corresponded to B.
bassiana, M. anisopliae and |. javanica species, respectively, with similarities
ranging from 96 to 99%. This study allowed obtaining a precise identification for B.
bassiana, M. anisopliae and I. javanica species in order to be used in future studies

as biocontrol agents for the sugarcane borers.

Resumen

Ocho cepas nuevas de hongos entomopatdégenos de dos colecciones mexicanas
fueron identificadas con los rasgos morfoldgicos y moleculares para el uso de estos

como posibles agentes de control biologico contra el barrenador de cafia de azucar
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en Sinaloa. Se identificaron Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Metarhizum
anisopliae (Metschnikoff) Sorokin, e Isaria javanica (Friederichs y Bally) Samson y
de Hywel-Jones. Para el estudio morfolégico, se midieron las conidias, las células
conidiégenas y la tasa de crecimiento colonial, mientras que para la caracterizacion
molecular, se usaron los espaciadores transcritos internos del ADN ribosomal (ITS)
de cada uno de ellos. Las cepas de B. bassiana mostraron conidias menores de 3.5
micras y fueron similares entre ellas, tanto en el color como en la apariencia de la
colonia. Las cepas de M. anisopliae e I|. javanica mostraron conidias, células
conididgenas y crecimiento colonial tipicos de cada especie, tanto en forma como
en color. La tasa de crecimiento de cada cepa fue de 2.5 hasta 3.3 mm / dia. La
secuencia de nucleétidos de cada cepa se compar6 con la base de datos GenBank
confirmando que corresponden a las especies B. bassiana, M. anisopliae y |I.
javanica, con similitudes que van desde 96 hasta 99%. Este trabajo permitié obtener
la identificacion precisa de las especies B. bassiana, M. anisopliae e I. javanica con
el fin de ser utilizado en futuros estudios como agentes de biocontrol para los

barrenadores de la cafa de azucar.

Introduction

The borers complex Diatraea-Eoreuma (Lepidoptera: Crambidae) includes the most
important pests to corn and sugarcane crops (Rodriguez-Del-Bosque and Vejar-
Cota 2008) and its species are widely distributed in Mexico (Rodriguez del Bosque
et al 2014). Diatraea considerata Heinrich, D. grandiosella Dyar and Eoreuma loftini
(Dyar) are distributed also in Sinaloa (Vejar-Cota et al. 2016). These pests are
attributed production losses between 2 to 10 tons of sugarcane per hectare, with
estimated costs over 10 million dollars in 25000 hectares annually (Rodriguez-Del-
Bosque and Vejar-Cota 2008). An important strategy of biological control is the use
of entomopathogenic fungi (EF) (Hypocreales: Clavicipitaceae), these are
compatible with other control strategies and are also environmentally friendly agents

(Hernandez and Lezama 2004; Shahid et al. 2012). Several steps are needed to find
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potential EF to be used in a successful biological control program. Their
morphological and physiological characteristics must be considered to choose them
as potential insecticides (Jackson et al. 1985, Padmavathi et al. 2003).

The traditional identification of most EF species require microscopic
observations of the morphological structures (Humber 2012). Tangthirasunun et al.
(2010) suggest that morphological and molecular features must be studied together
to confirm the identification of these fungi and their biological properties. For fungal
molecular identification, Scoch et al. (2012) analyzed four molecular markers with
potential for discriminating among species. This group found that internal transcribed
spacers (ITS) of the nuclear ribosomes (rDNA) provided a reliable separation of
species identification. The use of two or more markers depends on the type of study
to be conducted. This study was conducted with the aim of identifying
morphologically and molecularly pure new strains in our Fungi collection of
Beauveria, Metarhizium, and Isaria from two Mexican collections as part of a pool of

strains with potential to control the sugarcane borers in Sinaloa.

Materials and methods
Source and growth conditions

Eight new strains of entomopathogenic fungi from two Mexican collections were
ingress to our Fungi Collection (Table 1). Each strain was initially grown in a solid
PDA, 1% yeast extract and 500 mg/l chloramphenicol (21 days) (Inglis et al. 2012).

The material obtained was kept refrigerated at 4 °C.

Morphological identification

A PDA block (1 cm?) was placed inside a Petri dish and inoculated according to

Inglis et al. (2012). Three replicates were made and incubated at room temperature
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(26 - 27 °C) for 7 days. Once observed the fungal structures, the coverslips were
removed and placed on a drop of blue cotton with lactic acid (Jensen 1962). Slides
were observed on a Leica DM6000 CS® (IL, USA) microscope (100x). Images were
taken with a Leica DFC450 C® digital camera and a micrometer integrated (LAS AF
2.5 Lite program) were used. At least, 30 independent measurements of conidia (n
= 30) and conidiogenous cells (n = 30) were made for each strain. For morphological
identification of fungi, the taxonomic key by Sampson (1974) and Humber (2012)

were used.

For fungal colony growth, a circle of sterile filter paper (6 mm) was placed in
the center of a Petri dish with PDA acidified (lactic acid 10%) and then 2 pul of a
conidial suspension (2.1 x 10° spores / ml) were added (Brunner-Mendoza et al.
2013). Five replicates were performed for each strain and incubated at 27 + 1.0 °C
for 20 days. Growth was measured every third day considering the average of two
perpendicular diameters of the colony. At the end of the incubation period, the growth
rate in mm/day was calculated. In addition, morphological characteristics of the
colony such as color, appearance, and surface were observed. Colony images were
taken with a digital camera Canon PowerShot S2 IS® (NY, USA).

Molecular characterization

Spores of each strain were cultivated in 50 ml of liquid medium (potato dextrose
broth + 10% yeast extract) in a 250 ml Erlenmeyer flask, placed in a shaker (200
rpm) (Lab-Line Model 3527 Environ Shaker, ON, Canada) at 28 °C for 3 days. One
ml of biomass was placed in a 1.5 ml tube, washed (sterile water) and frozen (-70
°C, 60 min). The mycelium was macerated with a sterile pestle, and 500 ul of
extraction buffer (200 mM Tris-HCI pH 8.5, 250 mM NacCl, 25 mM EDTA and 0.5%
SDS) were added. To remove proteins, several washes with octanol-chloroform
(24:1) were done. The DNA was precipitated with isopropanol (500 ul), washed and
resuspended in 1X TE (Raeder and Broda 1985).
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The amplification of the ITS1/5.8S/ITS2 rDNA was conducted in a
thermocycler (Veriti® 384-Well Thermal Cycler, Applied Biosystems, Hercules, CA).
Universal primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) and ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') were used (White et al. 1990). PCR reaction were
performed in 25 yl using 5 yl of 1X Buffer GoTaq®, 0.5 ul of 0.2 mM dNTP's mix, 1.0
Ml of 0.2 mM each primer, 0.25 yl of 1.25 U GoTaq® DNA polymerase, 16.25 pul of
ultrapure water and 1 pl of template DNA. PCR conditions were one cycle of initial
denaturation (5 min at 94 °C), 35 cycles (30 s at 94 °C), alignment (30 s at 58 °C),
and extension (1 min at 72 °C ) and a final extension (7 min at 72 °C). A positive
control (DNA from strain, ARSEF 6342) and a negative control (ultrapure water) were
included. Each PCR product was cleaned with Exo-SAP IT® (Santa Clara, CA) and
incubated for extension at 37 and 80 °C for 15 min at each temperature. For
sequencing, a commercial kit (Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing and X-
Terminator Big Dye® Purification, NimaGen, The Netherlands) were used.

Sequencing was performed in an automated ABI 3130 (Applied Biosystems®).

Data analysis

An analysis of variance (ANOVA) (a = 0.05) was used to compare data of conidia
size (length/width), conidiogenous cells size, and growth rate among fungal strains.
Tukey’s multiple comparison test was conducted to identify significant differences (P
< 0.05) using SAS v.9 software (SAS Institute 2009).

The sequences were assembled in the Lasergene SeqMan Pro® software
(Dnastar®, Boston, MA) and aligned using Clustal W 2.1 program. Sequences were
compared with the National Center for Biotechnology Information BLAST program
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov). ITS rDNA sequences of each strain were deposited in
GenBank (Table 1).
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Results and discussion

Morphological identification

Macro and microscopic characteristics of all strains are illustrated in Fig. 1. Conidial
measurements and growth rate of each strain are summarized in Table 2. Significant
differences in conidia and conidiogenous cells length were observed between strains
of B. bassiana (Table 2). In our study, the dimensions of the conidia, as well as
colonial appearance were similar to those described by De Hogg (1972) and Humber
(2012). On the other hand, eight isolates of B. bassiana described by Kulu et al.
(2015) against Plutella xylostella L., were also similar, both in size and shape. The
growth rate for these species ranged from 2.05 to 2.62 mm/day, showing significant
differences in the strain ABNB8 (Table 2). Vélez-Arango et al. (2001) determined
that the daily growth rate average of 17 isolates of B. bassiana was 2.20 mm (1.40 -
3.70 mm/day) at 25 °C, being similar to the results obtained in our study (2.29

mm/day in average).

In M. anisopliae the color of the colony varied from white with yellow hues to
green during sporulation (Fig. 1). Conidia and conidiogenous cells from M. anisopliae
in our work were similar to Humber’s (2012) description. Significant differences in
conidia and conidiogenous cells length were observed among strains (Table 2).
Tangthirasunun et al. (2010) established varieties of M. anisopliae using, among
others morphological characteristics, the length/width conidia ratio, which suggests
correlation in the selectivity of some varieties toward the insect host. The growth rate
for M. anisopliae was similar among strains varying between 2.70 and 3.03 mm/day
(Table 2). Torres de la C. et al. (2013) found a growth rate of 1.11 to 1.64 mm/day
at 25 °C for 17 isolates of M. anisopliae, still lower than the results found for this

species in our work.

Conidia end conidiogenous cells were tipical to Isaria javanica (Fig 1). Gallou
et al. (2016) clarified several Isaria isolates from Centro Nacional de Referencia de
Control Biolégico of Mexico, our data were similar (conidia size and colony
color).The growth rate for this specie was 2.07 mm/day (Table 1). Shimazu and
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Takatsuka (2010) mentioned a daily growth rate of 2.14 to 2.50 mm/day for I.
javanica depending on the culture medium at 25 °C, which was close to that obtained

in the present study (2.07 mm/day).

Morphological features in our study confirmed the species B. bassiana, M.
anisopliae and I. javanica, however there are small differences among them as the
form and size of the conidia, geographic origin, and insect host that could be used
to correlate with virulence in new studies. In the same way, the growth rate could be

an important physiologic feature in selecting a strain for fungal production.

Molecular characterization

The nucleotide sequence of the ITS rDNA of eight strains were compared using
GenBank database. Blast confirmed that species correspond to B. bassiana, M.
anisopliae and I. javanica, with similarities ranging from 96 to 99% (Table 1). In our
study, obtaining ITS sequences of rDNA and comparison with the GenBank

database were sufficient to clarify the species identified morphologically.

Conclusion

Morphological and molecular characteristics obtained in this study were needed to
obtain a precise identification for B. bassiana, M. anisopliae and I. javanica species
in order to be used in future studies as biocontrol agents for the sugarcane borers
distributed in Sinaloa.
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Fig. 1. PDA colonial growth and morphological structures of conidial strains of

Beauveria bassiana (a - d), Metarhizium anisopliae (e — g), and Isaria javanica (h).

(s) Spores, (c) Conidiogenous cell, scale bars correspond to 10 pm.
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EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS
CONTRA EL BARRENADOR DEL TALLO DE CANA DE AZUCAR Diatraea
considerata HEINRICH EN CAMPO.

Resumen

Se evaluaron diecinueve cepas de hongos entomopatdgenos (HE) (Hypocreales:
Clavicipitaceae) de Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin, Metarhizum anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin e Isaria javanica (Friederichs & Bally) Samson & Hywel-
Jones en laboratorio y campo contra el barrenador de la cafia de azucar D.
considerata Heinrich (Lepidoptera: Crambidae) en larvas de primero, segundo y
tercer instar. Las diecinueve cepas fueron patogénicas con mortalidades de larvas
de 58.2 a 98.8%. Las mejores cepas nativas fueron la CIDSB09 de B. bassiana y la
CIDSMO01 de M. anisopliae, y la mejor cepa exética fue UAMHPI-031 de M.
anisopliae. En los bioensayos de virulencia se determiné una CLso de 1.43 x 107 y
3.6 x 107 conidias/ml en las cepas CIDSB09 y CIDSMO01, mientras que la cepa
UAMHPI-031 present6 una CLso de 9.28 x 108 conidias/ml. Los tiempos letales, de
micosis y de esporulacion de las cepas CIDSB09, CIDSM01 y UAMHPI-031 fueron
similares entre éstas. Estas cepas fueron evaluadas en un campo experimental de
cafia de azlicar (940.50 m?), ciclo soca. Los tratamientos aplicados fueron CIDSB09,
CIDSMO01, UAMHPI-031 y sin aplicacién (testigo). Se us6 un disefio en bloques
completos al azar con 4 réplicas a una dosis >2.02 x 107 conidias/ml. A los 15 dias
postratamiento se observaron larvas micosadas (>2%), y no se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de dafo de plantas y canutos. EI menor
dafio se observé con CIDSMO01, sin embargo, es necesario mejorar la aplicacion de
los hongos entomopatdégenos en cafia para lograr el control biolégico de

barrenadores en campo.
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Introduccién

El barrenador del tallo D. considerata Heinrich (Lepidoptera: Crambidae) es una de
las plagas mas importante del cultivo de cafia de azlicar en México, y su distribucion
incluye a los estados de Colima, Jalisco, Nayarit, Michoacan y Sinaloa; otras
especies de menor importancia en Sinaloa son D. grandiosella Dyar y E. loftini
(Dyar), pero que en conjunto pueden alcanzar dafios de consideracion (Rodriguez
del Bosque et al., 2014, Vejar-Cota et al.,, 2016). Las pérdidas en produccién
ocasionadas por el barrenador varian de 2 a 10 ton de cafa por ha durante una
zafra, lo que produce pérdidas econdmicas de 100 millones de pesos en 25 mil ha
de cultivo cada afio (Rodriguez-Del-Bosque y Vejar-Cota, 2008). Para el control del
barrenador se han evaluado diversas estrategias que incluyen el uso de variedades
tolerantes (Rodriguez del bosque et al. 2014), remocion manual del meristemo
apical dafiado durante el crecimiento inicial de la planta (Vejar-Cota et al., 2008),
liberacién y establecimiento de parasitoides (Vejar-Cota et al.,, 2005a, b) y la
aplicacion de insecticidas; sin embargo los resultados observados para mitigar su
efecto han sido insuficientes (Rodriguez-Del-Bosque y Vejar-Cota, 2008). En los
altimos 20 afos, el uso de parasitoides ha sido la principal herramienta para el
control de barrenadores (Rodriguez-Del-Bosque y Vejar-Cota, 2008); sin embargo
sus resultados han sido poco alentadores, lo que ha obligado continuar la busqueda
de alternativas de control. Uno de los agentes de control biol6gico poco explorados
son los entomopatégenos (Hypocreales: Clavicipitaceae), principalmente los
hongos de los géneros Beauveria, Metarhizium e Isaria por lo que el interés en su
utilizacién se ha intensificado durante los dltimos 25 afios (Hernandez y Lezama,
2004). Estos hongos se han usado ampliamente como agentes de control biolégico
para ciertos insectos plaga (Lacey et al., 2001; Charnley y Collins, 2007). En una
revision de los patdégenos asociados a los barrenadores del género Diatraea en
América, incluyendo a los hongos, se sefiala que debido a que éstos tienen una
amplia variacion genética entre los diferentes aislados, es necesario evaluar la
mayor cantidad de aislados geograficos como sean posible y de diferentes areas
para seleccionar al mas adecuado basado en su virulencia y crecimiento a altas

temperaturas (Hernandez-Velasquez et al., 2012).
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Algunos estudios de laboratorio con barrenadores de la cafia de azucar
sefalan la susceptibilidad a diferentes cepas de hongos. Svedese et al. (2013)
evaluaron la patogenicidad de diez aislados de B. bassiana (Balsamo) Vuillemin en
larvas de D. saccharalis (F.), encontrando una mortalidad que varié de 36 a 88%
con una suspension de 1 x 108 conidias/ml. Por otro lado, Legaspi et al. (2000)
evaluo la virulencia de la cepa GHA de B. bassiana usando cinco dosis (= 3 a 872
esporas/mm?) en larvas del primero, segundo y tercer instar de E. loftini y D.
saccharalis, encontrando una relacion inversa entre el instar larval y la
susceptibilidad en cada especie, excepto el segundo instar de E. loftini. Castro-
Ortega et al. (2013) evaluaron cepas de B. bassiana y Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff) Sorokin en larvas de D. magnifactella Dyar, sobresaliendo la cepa
Mal56 con el 93.3% de mortalidad usando 1 x 108 conidias/ml. La seleccion de la
cepa bajo condiciones de laboratorio con la mayor patogenicidad y buena
produccién conidial son caracteristicas fundamentales para ser usadas para el

control biolégico de plagas (Svedese et al., 2013).

Los estudios de campo para evaluar entomopatégenos en barrenadores de
la cafia de azucar son escasos. Lezama-Gutiérrez et al. (2012) encontraron una
reduccion significativa de plantas dafiadas al evaluar nueve cepas de M anisopliae
en plantas infestadas con D. magnifactella en campo. Estos autores sefialan una
disminucién del 90.2% de plantas dafiadas con la cepa Ma 181 a una dosis de 1 x
108 conidias/ml con 6 aplicaciones durante la primera etapa de crecimiento de la
cafa. Por otro lado, Legaspi et al. (2000) no encontraron resultados significativos
que disminuyeran los dafios ocasionados por E. loftini, al evaluar B. bassiana (GHA)
a una dosis de 5 x 10*2 esporas/ha, sugiriendo la necesidad de mejorar la tecnologia
para la liberacién de hongos entomopatégenos en campo.

A pesar de lo anterior, existen pocos estudios de patogenicidad y virulencia
en barrenadores de la cafia de azucar, asi como su evaluacion en campo, por lo
que el objetivo de este trabajo fue: realizar pruebas de laboratorio y campo con
hongos entomopatdgenos nativos y exoéticos contra el barrenador del tallo D.
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considerata, como parte de la busqueda de nuevas opciones para el control

bioldgico de barrenadores en Sinaloa.

Materiales y métodos
Colectay cria del barrenador

La cria del barrenador se establecié con 248 larvas de D. considerata colectadas en
campos de cafia de azlcar de la zona norte del Estado, durante los meses de agosto
a octubre de 2014. Las larvas se alimentaron con dieta artificial modificada hasta
obtener los adultos (Badilla et al., 1994). Previo a la eclosién, los huevos fueron
transferidos a charolas de plastico con capas de hojas de maiz intercaladas con
papel secante hasta la obtencion de larvas. Las larvas neonatas fueron mantenidas
hasta la realizacion de los bioensayos. Las larvas que no se utilizaron para los
pruebas se transfirieron a cajas Petri de plastico (6.0 cm de diametro) con 1 cm? de

dieta artificial para el mantenimiento de la colonia.

Obtencidn y reactivacion de cepas

Se usaron 19 cepas de hongos entomopatégenos (HE) de tres colecciones de
México, 10 nativas de Sinaloa y 9 de otros estados del pais (exéticas) donadas a la
colecciéon de hongos del Laboratorio de Bioinsecticidas del CIIDIR Sinaloa (Tabla
1). Para la reactivacién de las cepas, estas fueron crecidas en medio de cultivo
solido PDA, extracto de levadura al 1%, y 5 mg/l de cloranfenicol y mantenidas por
21 dias a temperatura ambiente (Inglis et al., 2012). Las conidias fueron cosechada
en 10 ml de Tween 80 al 0.25% vy utilizadas para la inoculacion de larvas del cuarto
0 quinto instar del barrenador de la cafia de azucar D. considerata de acuerdo a la
metodologia de Lezama (1994). Para la reactivacion de las cepas, las larvas se
sumergieron por un min a una suspension de 1 x 108 esporas/ml, y posteriormente

se colocaron en cajas Petri de 9 cm de diametro acondicionadas con papel filtro
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hamedo. Las larvas muertas por el hongo (4 — 5 dias), se desinfectaron (hipoclorito
de sodio al 0.5% 1 min, agua destilada estéril 1 min), se colocaron en camaras
hamedas nuevas y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta la esporulacion.
A partir de las larvas esporuladas se tomaron conidias con un asa bacterioldgica y
se sembraron en nuevas cajas Petri con medio de cultivo sélido PDA + extracto de
levadura al 1% + acido lactico (10%) por 15 dias. Las cepas reactivadas se

mantuvieron en refrigeracion a 5 °C hasta su uso.

Bioensayos

Para las pruebas de patogenicidad se usaron larvas de primero, segundo y tercer
instar de D. considerata. Las suspensiones se prepararon cosechando la placa
completa de cada cepa en 10 ml de Tween 80 al 0.25% y vortex por 1 min,
obteniendo de 1.0 x 108 a 4.0 x 10° conidias/ml. Se usé una hoja tierna de maiz de
4 x 3 cm, la cual se sumergié en la suspension fungica por un min y posteriormente
se dejo secar en papel absorbente (Castro-Ortega et al., 2013). Cada trozo de hoja
se coloc6é en una caja Petri (9.0 cm de diametro) preparada con papel filtro
humedecido con 0.6 ml de agua destilada. A cada caja se le depositaron 5 larvas
de acuerdo al instar en evaluacion. Se realizaron cuatro réplicas de 20 individuos
por cada instar (80 larvas por tratamiento). Después de 48 h, cada larva fue
transferida a cajas Petri de 6.0 cm de diametro con 1 cm? de dieta artificial y selladas
con plastico adherente. La mortalidad y el tiempo letal promedio se registraron a los
2,4, 7y 9 dias post-tratamiento. Todos los individuos muertos se separaron y se

conservaron en condiciones humedas para verificar la micosis.

Para las pruebas de virulencia, se seleccionaron las cepas nativas y exoticas
gue mostraron mayor porcentaje de mortalidad y el menor tiempo letal promedio. Se
prepararon diluciones seriadas de 1 x 10* a 1 x 108 + Tween 80 al 0.25%. Para la
exposicion de larvas a cada suspension se usé la misma metodologia descrita
anteriormente. Se usaron larvas de 1 a 3 dias de edad en tres réplicas de 20

individuos (60 larvas por dilucion). Las observaciones se hicieron diariamente por
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10 dias, registrando los dias acumulados a la muerte, micosis y esporulacion, con
lo cual se determind la concentracion letal (CLso), tiempo letal (TLso), tiempo micosis

(TMso), y tiempo esporulacion (TEso).

Para cada ensayo se registré el nimero de conidias/ml y el porcentaje de
viabilidad. El control fue agua destilada con Tween 0.25% y se utilizé para corregir
la mortalidad natural (Abbott, 1925). Cada réplica de los ensayos descritos
anteriormente se realizé en dias diferentes usando preparaciones frescas de las
cepas. Las cajas Petri con las larvas en estudio se mantuvieron a temperatura
ambiente (26 - 27 °C).

Produccion de esporas

El producto de hongos entomopatdgenos para las aplicaciones de campo se elaboré
siguiendo el procedimiento estandarizado del laboratorio de Bioinsecticidas del
CIIDIR Sinaloa mediante fermentacion bifasica (Garcia-Gutiérrez et al., 2006,
Jaronski y Jackson, 2012). El in6culo para la fermentacion soélida de los HE (arroz)
se elaboré en fermentacion liqguida mediante el siguiente procedimiento: en
matraces de 500 ml se agregé medio de cultivo a base de melaza de cafia de azlUcar
como fuente de carbono, una fuente de nitrdgeno y sales minerales (melaza 4.35
ml, [NHs]2 SO4 1.8 g, KH2PO4 1.05 g, MgS0Oa4 0.15 g, NaCl 0.03 g, CaClz 0.03 g,
agua destilada 300 ml), se agregd 10% de inéculo (se cortaron con un sacabocados,
cinco circulos de esporas de 1 cm de una placa de hongo esporulada) y se mantuvo
en agitacion constante a 180 rpm, 28 °C por 2-3 dias hasta alcanzar una produccién
de 1x107 blastosporas/ml. Para la fermentacion sélida, se usaron 20 ml del producto
de la fermentacion liquida en 300 g de arroz lavado y esterilizado en bolsas de
plastico de alta densidad. Después de 10 dias de incubacién en un gabinete de
crecimiento a temperatura ambiente (26 — 28 °C), el arroz con las esporas se puso
a secar por 5 dias en un cuarto de secado bajo condiciones de laboratorio. Se

calculo la cantidad de esporas por gramo (esporas + arroz) mediante diluciones
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seriadas de una muestra de 1 g. El producto se mantuvo en refrigeracion a 5 °C por

un mes y previo a su uso en las aplicaciones de campo se determiné la viabilidad.

Pruebas de campo

El estudio se llevo a cabo de mayo a septiembre de 2016 en un campo de cafia de
azucar de la variedad “CP 72-2086” en ciclo soca establecida en el campo
experimental del CIIDIR Unidad Sinaloa (25°32'46.25"N, 108°28'54.96"0). Para el
manejo agrondémico del cultivo se usaron las practicas locales recomendadas
(Sanchez, 1990). El experimento en campo consistié en 19 surcos de 1.5 m de
ancho por 33 m de largo (940.50 m?). El campo fue dividido en 16 unidades
experimentales (3 tratamientos y 1 testigo con 4 réplicas). Cada unidad experimental
consisti6 en 4 surcos por 6 m de largo (36 m?). Las areas de separaciéon entre
unidades experimentales consistieron de 3 m sin cafia. Para la aplicacion de los
tratamientos se usé una aspersora manual modelo 501350 (Swissmex®). Se us6
una boquilla conica para la aplicacion con una presion constante de 87 psi en cada
fecha de aplicacion. Los tratamientos consistieron en las cepas mas patogénicas
nativas (B. bassiana y M. anisopliae), una cepa exética (de referencia) y un control
sin aplicacion. Todos los tratamientos fueron disueltos en agua con el surfactante
SuperDasp® (Agricola Innovaciéon S.A. de C.V., México, D.F.). Para asegurar la
presencia de D. considerata en el area experimental (60 km del area carfiera), se
realizaron infestaciones artificiales de larvas de 1 a 3 dias de desarrollo, previo a la
aplicacion de los tratamientos. Se depositaron 50 larvas vivas en la parcela util (2
surcos centrales) de cada unidad experimental (n = 200 larvas por
tratamiento/fecha). La infestacion se hizo por la mafiana mientras que la aplicacion
se llevé a cabo por la tarde. Las infestaciones y aplicaciones se realizaron el 17

junio, 8 julio y 10 agosto de 2016.

El muestreo de dafio por el barrenador se realiz6 en dos etapas. La primera
durante los primeros 4 meses de edad (tres muestreos) y la segunda a partir del

inicio de formacion de tallos (tres muestreos). En la primera etapa se determind la
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cantidad de plantas dafiadas (meristemo apical seco) en los 2 surcos centrales de
cada unidad experimental. Para la segunda etapa, se tomaron 10 tallos al azar por
unidad experimental, se cortaron longitudinalmente por la mitad y se conto el
namero de canutos dafiados. Se registro en forma conjunta el dafio ocasionado por
la larva del barrenador como el originado por enfermedades (muermo rojo). En todos
los casos, se diferenciaron los dafios por especie de barrenador (Rodriguez del
bosque et al., 2014) y las larvas muertas encontradas durante los muestreos fueron

confinadas en camaras humedas para revisar la micosis.

Porcentaje de viabilidad y concentracion de esporas

Para determinar el porcentaje de viabilidad de las cepas usadas en todas las
pruebas se tomo una asada del cultivo y se resuspendié en 0.3 ml de Tween 80 al
0.25%. Para determinar el porcentaje de viabilidad, la suspensién de esporas se
disperso6 en una caja Petri (9.0 cm de didmetro) con una capa de PDA (12 ml) y se
incubd a 26 °C por 24 h. Posteriormente se corté con un bisturi un centimetro
cuadrado del medio y se colocd sobre un portaobjetos. Se revisaron tres campos
con un microscopio Carl Zeiss Primo Star® (400X) y se contabilizé la germinacién
en 100 esporas en total. Se consider6 espora germinada a aquella que presento el
tubo germinativo de igual o mayor tamafio que la longitud de la conidia. Para
determinar la concentracion de las esporas, en la suspension madre de cada cepa,
se hicieron diluciones seriadas de 1 x 102 hasta 1 x 108, posteriormente se tomaron

15 ul y se colocaron en una cdmara de Neubauer (Inglis et al., 2012).

Analisis de datos

Para las pruebas de patogenicidad y virulencia en laboratorio se usé un disefio
completamente al azar con cuatro y tres replicas respectivamente. Se us6 un
analisis de varianza (ANOVA, a = 0.05) para comparar los datos del porcentaje de
mortalidad y el tiempo letal promedio de cada instar. Para analizar la interaccion
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entre cepas e instares se usé un analisis factorial (instares y cepas). Previo al
andlisis de varianza, los datos de mortalidad y tiempo letal promedio se
transformaron al arco seno de la raiz cuadrada para normalizarlos. Se us6 el analisis
Probit para estimar la concentracion letal (CLso), tiempo letal (TLso), tiempo de
micosis (TMso) y tiempo de esporulacion (TEso) para cada una de las cepas
mediante el programa PoloPlus V.1 (LeOra Software, 2002). La virulencia relativa
de las cepas nativas fue calculada mediante la division de la CLso de la cepa exoética

(referencia) entre la CLso de la cepa nativa (Robertson et al., 2007).

Para las pruebas de campo se usé un disefio en bloques completamente al
azar con cuatro réplicas. Los datos de campo (porcentaje de plantas dafiadas y
porcentaje de canutos dafiados) fueron transformados al arco seno de la raiz
cuadrada para normalizarlos y se usé un analisis de varianza (ANOVA, a = 0.05).
Para determinar diferencias significativas entre las medias se utiliz6 la prueba de
comparacion multiple de Tukey (a = 0.05) mediante el programa SAS v.9 (SAS
Institute 2009).

Resultados y discusion

Bioensayos de patogenicidad

Todas las cepas usadas en este estudio fueron patogénicas para las larvas de D.
considerata (Fig. 1). Los resultados de mortalidad de cada cepa en cada instar se
muestran en la Tabla 2. No se encontraron diferencias significativas en la interaccion
instar/cepa (F = 1.33, gl = 36, p = 0.1187); no obstante, se presentd efecto
significativo entre las cepas (F = 8.25, gl =18, p < 0.0001) y los instares (F = 13.96,
gl =2, p <0.0001), lo que significa que al menos una de la cepas es diferente a las
demas, al igual que en los instares. La mortalidad varié dependiendo de la cepa y
el instar de 58.2 a 98.8% (Tabla 2). Las cepas nativas con mayor mortalidad fueron
la CIDSB09 de B. bassiana (90.7%) y la CIDSMO01 de M. anisopliae (97.0%),

mientras que la cepa exodtica con mayor mortalidad fue UAMHPI-031 de M.
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anisopliae (98.2%) (a = 0.05). El tercer instar fue mas susceptible a la infeccion de
las diferentes cepas (a = 0.05) con respecto a los instares anteriores. Estudios
realizados con diferentes especies de barrenadores mostraron que son susceptibles
a la infeccion por B. bassiana (Legaspi et al., 2000; Svedese et al., 2013) y M.
anisopliae (Castro-Ortega et al., 2013) como se encontr6 en este estudio. Contrario
a lo observado por Legaspi et al. (2000), las larvas del tercer instar fueron mas
susceptibles a la infeccion por los hongos entomopatdgenos estudiados (Tabla 2),
esto debido a su movimiento que propicia un mayor contacto con las unidades
infectivas, ya que se observéd un consumo rapido de las hojas de maiz tratadas con

los hongos.

Con respecto al tiempo letal promedio, no se encontraron diferencias
significativas en la interaccion instar/cepa (F = 1.31, gl = 36, p = 0.1325) al igual que
entre instares (F = 0.33, gl = 2, p = 0.7220); sin embargo, se presentd efecto
significativo entre las cepas (F = 5.04, gl = 18, p < 0.0001), lo que significa que al
menos una cepa tuvo el tiempo letal diferente, pero no entre los instares. El tiempo
letal promedio vari6 de 3.30 a 5.81 dias, dependiendo de la cepa o el instar evaluado
(Tabla 3). Las cepas nativas con el mejor tiempo letal promedio fue CIDSBO09 de B.
bassiana (4.26 dias) y la CIDSMO01 de M. anisopliae (3.73 dias), mientras que la
cepa exodtica con el mejor tiempo letal promedio fue la UAMHPI-031 de M. anisopliae
(3.51 dias), coincidiendo con la mejor mortalidad (Tabla 2). Tiempos similares con
B. basiana fueron encontrados por Arcas et al. (1999) en D. saccharalis (4.3 dias),
mientras que Legaspi et al. (2000) determinaron 3.8 a 4.3 dias para E. loftiniy 4.6 a
6.4 dias para D. saccharalis.

Considerando los resultados de los porcentajes de mortalidad y el tiempo
letal promedio (Tablas 2 y 3), se seleccion6 como mejor cepa nativa de B. bassiana
a la CIDSBO09 y la mejor cepa nativa de M. anisopliae a la CIDSMO1. La mejor cepa
exotica fue la UAMHPI-031 de M. anisopliae, por esta razdn se us6 como referencia

para comparar las cepas nativas.
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Bioensayos de virulencia

Los resultados de virulencia, incluyendo la CLso, TLso, TMso y TEso mediante el
analisis Probit de los datos acumulados se muestran en la Tabla 4. La cepa
UAMHPI-031 de M. anisopliae fue la mas virulenta en larvas de 1 a 3 dias de edad
de D. considerata con 9.28 x 10° conidias/ml, seguida de la cepa CIDSBO09 y
CIDSMO01 con 1.43 x 107 y 3.6 x 107 conidias/ml, respectivamente. De acuerdo con
Robertson et al. (2007), la cepa CIDSBO09 fue 1.54 veces menos virulenta, mientras
que la cepa CIDSMO1 fue 3.88 veces menos virulenta, ambas con respecto a la
cepa UAMHPI-031, lo que permite la seleccion de cepas para su uso en programas
de control biolégico (Charnley y Collins, 2007; Herndndez-Velasquez et al., 2012).
Castro-Ortega et al (2013) determinaron una CLso de 4.3 x 10* conidias/ml de M.
anisopliae (cepa Ma 156) en larvas neonatas de D. magnifactella, siendo muy
inferior a la mejor cepa encontrada en este trabajo (218 veces). En términos
generales, los tiempos letales, de micosis y de esporulacién fueron similares entre
las cepas, considerando los limites de confianza 95% (Butt y Goettel, 2000) (Tabla
4).

Produccién de esporas

Se obtuvo una produccién de >2.20 x 10° conidias/g de arroz en ambas cepas de
M. anisopliae, y 3.95 x 108 conidias/g en B. bassiana, con viabilidades >90% (Tabla
5, Fig. 1e). No obstante, la menor cantidad de conidias obtenidas en la cepa de B.
bassiana con respecto a las cepas de M. anisopliae sugiere que existen diferentes
necesidades nutrimentales y condiciones de crecimiento dependiendo de la
especie, por lo que para incrementar la cantidad de conidias es necesario mejorar
la tecnologia de produccion como lo sugieren Jaronski y Jackson (2012). Al
respecto, Castrejon-Antonio et al. (2013) evaluaron cuatro diferentes medios de
cultivo en fermentacién liquida para mejorar la produccion en arroz; mientras que
Ramos-Oseguera et al. (2013) usaron diferentes sustratos para la fermentacion

so6lida, encontrando como alternativa al arroz, el uso de maiz molido. La
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combinacion de resultados de estudios de fermentacion bifasica pueden emplearse
para buscar mejores condiciones de crecimiento para la produccion HE a nivel de

laboratorio.

Pruebas de campo

Previo al estudio en el area experimental, las plantas dafiadas encontradas se
cortaron y examinaron en laboratorio, observando la presencia natural del
barrenador E. loftini y posteriormente durante todo el estudio (Fig. 2c). D.
considerata solo se encontré después de su infestacion artificial (Fig. 2d, 3b, 5b);
aunqgue se cita la presencia de tres especies de barrenadores D. considerata, D.
grandiosella y E. loftini en las zonas cafieras del Estado (Vejar-Cota et al., 2016).
La ausencia de las especies de Diatraea en el area experimental se debe a la
ausencia de hospederos silvestres, ademas de la lejania con la zona cafiera (60
km), contrario a E. loftini, que tiene mayor cantidad de hospederos silvestres, lo que
le permite una mayor distribucion (Rodriguez-del-Bosque et al., 1996; Rodriguez-

del-Bosque y Pantale6n-Paulino, 2012).

El porcentaje de plantas dafiadas (Fig. 2b) durante la primera etapa de la
cafa (Fig. 2a, e) para cada tratamiento, fecha de muestreo, y especie de barrenador
se observan en la Fig. 3. El total de plantas dafiadas por barrenador en los tres
muestreos de campo fue 404, de las cuales 303 fueron por E. loftini (75%) y 101 por
D. considerata (25%). Los muestreos se realizaron los dias 16 junio, 5 julio y 9
agosto de 2016. Durante el primer muestreo, el 100% de las plantas dafiadas fue
por E. loftini, mientras que en el segundo muestreo, ambas especies mostraron
porcentajes similares (D. considerata = 48%, E. loftini = 52%), disminuyendo D.
considerata en el tercer muestreo (26%) (Fig. 3b), probablemente por un incremento
en la poblacién de plantas, en relacion a los primeros muestreos. No se encontraron
diferencias significativas en el porcentaje de plantas dafladas en cada tratamiento
en las tres fechas de evaluacién (primer muestreo: F = 0.07, gl = 3, p = 0.9731,

segundo muestreo: F =0.85, gl =3, p =0.5017, tercer muestreo: F=0.16,9l=3, p
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= 9123) (Fig. 3a), lo que significa que la aplicacién de los tratamientos no se reflejo
en una disminucién de plantas dafiadas por barrenadores. Al separar el porcentaje
de plantas dafadas por especie de barrenador, tampoco se encontraron diferencias
significativas para E. loftini (primer muestreo: F = 0.07, gl = 3, p = 0.9731, segundo
muestreo: F = 0.60, gl = 3, p = 0.6313, tercer muestreo F =0.22, gl = 3, p = 0.8722)
(Fig. 4a), y D. considerata (segundo muestreo: F = 0.61, gl = 3, p = 0.6273, tercer
muestreo: F =0.84, gl = 3, p = 0.5063) (Fig. 4b), lo que significa que los tratamientos
no disminuyeron los dafios por especie de barrenador. A pesar de las tres
aplicaciones de hongos entomopatdgenos, solo 2 larvas de D. considerata (< 2%)
se encontraron muertas (Fig. 7d) y con sintomas de micosis (M. anisopliae). Existe
la posibilidad que la micosis este subestimada debido a que muchas larvas
infectadas (especialmente las pequefas) escapan a la colecta (Legaspi et al., 2000);
sin embargo, la mortalidad de las larvas no se reflejé en una disminucién de dafios

en las plantas.

El porcentaje de canutos dafiados durante la etapa de formacion y desarrollo
de los tallos de la cafia (Fig. 2f) para cada tratamiento, fecha de muestreo, y especie
de barrenador se observan en la Fig. 5. Los muestreos se realizaron los dias 12
agosto, 10 septiembre y 12 octubre de 2016. El total de canutos dafiados por
barrenador en los tres muestreos de campo fue 427, de las cuales 351 fueron por
E. loftini (82%) (Fig. 7e) y 76 por D. considerata (18%) (Fig. 7f). De manera similar
que con las plantas dafiadas, no se encontraron diferencias significativas en el
porcentaje de canutos dafiados en cada tratamiento en las tres fechas de evaluacién
(primer muestreo: F = 0.78, gl = 3, p = 0.5364, segundo muestreo: F = 1.54, gl = 3,
p = 0.2699, tercer muestreo: F = 2.85, gl = 3, p = 0.0977) (Fig. 5a), lo que significa
que las aplicaciones durante la etapa de crecimiento no disminuyeron los dafos en
los tallos. Al separar el porcentaje de canutos dafiados por especie de barrenador,
tampoco se encontraron diferencias significativas para E. loftini (primer muestreo: F
=0.78, gl = 3, p = 0.5364, segundo muestreo: F = 1.07, gl = 3, p = 0.4083, tercer
muestreo: F = 2.62, gl = 3, p = 0.1145) (Fig. 6a), y D. considerata (segundo
muestreo: F =2.94, gl =3, p =0.0915, tercer muestreo: F = 2.03, gl = 3, p = 0.1807)

(Fig. 6b), lo que significa que el dafio por cada especie de barrenador fue similar
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con respecto al control. La cepa CIDSMO01 presenté el menor dafio acumulado en
los canutos (7.92%) con respecto al control (14.0%) (Tabla 7). Resultados similares
fueron encontrados por Legaspi et al. (2000) al evaluar B. bassiana contra E. loftini
y D. saccharalis y no encontrar diferencias significativas entre los tratamientos y el
control. Los autores sefialan que muchas fallas en la efectividad de los
micoinsecticidas en campo se deben a condiciones desfavorables de humedad
relativa y temperatura, las cuales son diferentes a las proporcionadas en el
laboratorio, sugiriendo que es necesario mejorar la tecnologia para la aplicacion de
hongos entomopatégenos en campo. Otros factores a considerar son la
susceptibilidad innata de la plaga, grado de exposicion al micoinsecticida,
condiciones medioambientales prevalecientes, interaccion fisioldgica entre el
hospedero y el patégeno, produccion, formulacion y método de aplicacion usado
(Tanada y Kaya, 1993; Butt y Goettel, 2000).

Conclusioén

Los bioensayos de laboratorio demostraron que el barrenador D. considerata es
susceptible a B. bassiana, M. anisopliae e I. javanica, y esto es importante para la

seleccion de cepas con potencial de uso en campo.

En los estudios de campo no se observaron resultados satisfactorios de
control con las cepas seleccionadas, ya que las tres aplicaciones en la etapa inicial
de crecimiento e inicio de formacion de tallos no mostraron una disminucién del
dafio en las plantas y en los canutos. No obstante se observé menor dafio en los

canutos con el tratamiento CIDSMO01 con respecto al testigo.

El dafio total causados por E. loftini y D. considerata a los canutos fue 11.3%.
Este nivel de dafio se considera moderado ya que en las regiones cafieras de
Sinaloa el mayor dafio (15 a 28%) es causado por D. considerata (Rodriguez del

Bosque y Vejar-Cota, 2008).
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Es necesario mejorar el método de aplicacion y cobertura de los hongos
entomopatdgenos para que sea mas evidente su efecto de control biologico de

barrenadores en Sinaloa.
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Tabla 1. Lista de especies y cepas por origen, insecto hospedero, origen geografico

y nimero de acceso del GenBank usados para evaluar la patogenicidad y virulencia

en larvas de 1 - 3 instar de D. considerata en Sinaloa.

Especies/ _ . GenBank! o
Insecto hospedero Origen geogréafico Propietario
cepas Num. acc.
Cepas nativas
Beauveria bassiana
CIDSBO1 Suelo Choix, Sin. KR998503 CIIDIR-SIN
CIDSB02 Suelo Choix, Sin. KR998504 CIIDIR-SIN
CIDSB03 Suelo Choix, Sin. KR998505 CIIDIR-SIN
CIDSB04 Suelo Choix, Sin. KR998506 CIIDIR-SIN
CIDSB06 Suelo Choix, Sin. KR998508 CIIDIR-SIN
CIDSB09 Suelo Choix, Sin. KR998511 CIIDIR-SIN
CIDSB14 Suelo Choix, Sin. KR998516 CIIDIR-SIN
Metarhizum anisopliae
CIDSM01 Suelo Sinaloa de Leyva, Sin.  KR998522 CIIDIR-SIN
CIDSM02 Suelo Sinaloa de Leyva, Sin.  KR998523 CIIDIR-SIN
CIDSMO03 Suelo Guasave, Sin. KR998524 CIIDIR-SIN
Cepas exoticas

Beauveria bassiana
UAMHPI-139 Diatraea magnifactella Morelos KX196309 UAEM
ABNB6 Hipotenemus hamphei ITAO, Oaxaca KX196303  Agrobioldgicos
ABNBS8 Geraeus seniles Queseria, Colima KX196304  Agrobioldgicos
ABNB12 Phyllophaga sp Chapala, Jalisco KX196305 Agrobioldgicos
Metarhizum anisopliae
UAMHPI-031 Diatraea magnifactella Morelos ND UAEM
ABNM1 Aenolamia postica San Rafael, Q. Roo KX196306 Agrobiolégicos
ABNM6 Diatraea grandiosella Queseria, Colima KX196307  Agrobioldgicos
ABNM7 Diatraea magnifactella Queseria, Colima KX196308 Agrobioldgicos
Isaria javanica
UAMHPI-210 Diatraea magnifactella Morelos KX196310 UAEM

1 Secuencia de nucledtidos de los espaciadores internos transcritos del ADN ribosomal.

ND = no disponible.
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Tabla 2. Porcentaje de mortalidad (Media + EE) de larvas del barrenador de la cafia

de azucar D. considerata causados por 19 cepas de hongos entomopatdgenos en

Sinaloa.
Porcentaje de mortalidad (Media +EE)? 3

Cepal 1er Instar 2d0 |nstar 3" Instar Entre instares
UAMHPI-031 98.6+28 a 97.5+29 ab 98.6+28 a 98.2+0.6 a
CIDSM01 93.8+48 ab 987+26 a 98.7+26 a 97.0+2.8 ab
CIDSMO02 86.7+7.3 ab 988+25 a 97.2+33 ab 94.2+6.6 abc
CIDSB09 845+10.7 ab 90.0+10.8 abc 975+5.0 a 90.7+6.5 abcd
CIDSBO1 66.2+39.0 ab 89.6+95 abc 987+26 a 84.8 +16.7 abcde
ABNM7 93.2+52 ab 757%138 abc 93.3%+8.2 ab 87.4 £10.1 abcde
CIDSBO03 842+00 ab 916x7.1 abc 91.7+56 abc 89.2+4.3 abcde
CIDSMO03 86.6+75 ab 86.3+x7.5 abc 924+6.5 abc 884134 abcde
ABNM1 935+27 ab 895+43 abc 856+44 abc 895139 abcde
ABNM6 87.4+94 ab 818+76 abc 921+53 abc 87.115.2 abcdef
CIDSB02 61.7+184 ab 80.2+20.0 abc 988+25 a 80.2 +18.5 abcdef
CIDSB04 779+89 ab 836+11.0 abc 89.1+135 abc 83515.6 bcdef
ABNB12 67.1+51 ab 905%+52 abc 87.7+9.3 abc 81.8%12.8 «cdefg
CIDSBO06 60.8+36.5 ab 650147 c 86.7+11.3 abc 70.8+13.9 defg
UAMHPI-210 80.8+13.3 ab 715%+17.1 bc 67.6+9.0 bc 73.3+6.8  defg
ABNBS 56.7+£6.4 b 66.4+128 c 89.3+4.6 abc 70.8116.7 efg
ABNBG6 649+294 ab 67.1+283 c 76.2+24.9 abc 69.416.0 efg
CIDSB14 61.6+274 ab 682+11.4 c 66.7 £ 26.2 bc 65.5+3.4 fg
UAMHPI-139 509+239 ab 61.9+136 c 58.2+26.5 ¢ 60.0+1.9 g
Entre cepas 77.2+139 b 81.8+122 b 87.7+£121 a

1Todas las cepas evaluadas mostraron >90% de viabilidad previo al ensayo.

2 Medias con la misma letra en la misma columna no mostraron diferencias significativas (Tukey = 0.05).

3 Previo al analisis estadistico, los datos fueron transformados al arco seno de la raiz cuadrada.
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Tabla 3. Tiempo letal promedio (Media + EE) de larvas del barrenador de la cafa

de azucar D. considerata causados por 19 cepas de hongos entomopatdgenos en

Sinaloa.
Tiempo letal promedio (Media +EE)* 2

Cepa 1er Instar 2do |nstar 3" Instar Entre instares
UAMHPI-031 3.30£0.96 a 3.74+0.40 ab 349+0.25 a 3.51+0.22 a
CIDSMO01 3.96 £0.59 ab 3.35+£0.50 a 3.87+0.61 ab 3.73+£0.33 b
CIDSMO03 441+£0.47 ab 3.66+1.76 a 413+1.82 ab 4.06 + 0.38 abc
CIDSB09 3.91+£091 ab 4.48+0.49 ab 4.40+0.17 ab  4.26 £0.31 abcd
CIDSMO03 440+0.22 ab 3.92+0.77 ab 456 +0.51 ab 4.29 + 0.34 abcd
CIDSBO1 464+£0.61 ab 4.83£0.57 ab 405+1.06 ab 450+ 0.41 abcd
UAMHPI-210 3.99+0.54 ab 443 +£0.61 ab 5.16 £ 0.24 ab 4.53 £ 0.59 abcd
CIDSBO03 5.17+0.24 ab 3.87+0.40 ab 469+0.52 ab 4.58 + 0.66 abcd
ABNM7 465+0.61 ab 5.01+0.88 ab 419+0.55 ab 4.62 +0.41 abcd
ABNB6 4.08+1.33 ab 4.96+1.33 ab 5.00+0.37 ab  4.68+0.52 bcd
CIDSB06 428+0.72 ab 5.16 +0.84 ab 479+0.25 ab 4.74 + 0.44 bcd
CIDSB02 481+0.99 ab 5.04 +0.17 ab 486 +0.55 ab 490+0.12 d
ABNB8 554+0.27 b 5.08+0.87 ab 4.36+0.52 ab 5.00+0.59 cd
ABNM1 4.36+0.90 ab 495+1.19 ab 579+1.13 b 5.03£0.72 cd
ABNM6 477+1.44 ab 564+050 b 473+0.19 ab 5.05+0.51 cd
ABNB12 532+024 b 5.26 +0.21 ab 473+1.44 ab 5.11+0.33 cd
CIDSB14 5.23+0.36 ab 5.18+0.85 ab 493+0.37 ab 511+0.16 d
CIDSB04 5.17+0.97 ab 581+0.63 b 461+1.07 ab 5.20+0.60 d
UAMHPI-139 546+0.79 b 5.15+0.42 ab 562+0.87 b 541+0.24 d
Entre cepas 460+£0.61 a 471+£0.70 a 463+£0.56 a

1 Medias con la misma letra en la misma columna no mostraron diferencias significativas (Tukey = 0.05).

2 Previo al analisis estadistico, los datos fueron transformados al arco seno de la raiz cuadrada.
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Tabla 4. Concentracion letal (CLso), Tiempo letal (TLso), Tiempo micosis (TMso) y

Tiempo esporulacion (TEso) de B. bassiana y M. anisopliae contra larvas del

barrenador del tallo de la cafia de azlcar, D. considerata en Sinaloal?.

Origen de Clso TLso TMso TEso Virulencia
la Cepa Cepa (LC 95%)° (LC 95%)* (LC 95%)* (LC 95%)* relativa®
] 1.43 x 107 3.63 4.85 6.36
Nativa CIDSBO09 1.54
(0.42-7.45) (2.89-458) (4.61-5.1) (6.05- 6.65)
] 3.6 x 107 3.46 4.80 6.38
Nativa CIDSMO01 3.88
(1.3-15.6) (3.06-3.86) (4.51-5.06) (5.77-6.78)
] 9.28 x 10¢ 3.29 5.28 7.19
Exoética UAMHPI-031 1.00

(2.95-28.1) (2.84-3.71)

(4.84-5.62) (6.65-7.63)

1 Resultados del andlisis Probit de los datos acumulados.

2 Disefio completamente al azar con tres replicas.

3 Expresado en conidias/ml.

4 Expresado en dias.

5 Valor calculado por la divisién de la CLso de la cepa nativa entre la CLso de la cepa exdtica (referencia).

Tabla 5. Produccién de esporas mediante fermentacion bifasica de tres cepas de

hongos entomopatégenos bajo condiciones de laboratorio.

Cantidad Porcentaje de
Cepa (gramos) Conidias/gramo viabilidad
CIDSBO09 4,265 3.95x 108 93
CIDSMO01 3,252 2.20 x 10° 98
UAMHPI-031 3,045 2.85 x 10° 97
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Tabla 6. Cantidades de conidias por tratamiento y fecha de aplicacion de tres
hongos entomopatégenos usados contra larvas de 1 - 3 dias de edad de D.

considerata en Sinaloa.

NUumero de Producto Volumen de Conidias/ Conidias/

Cepa aplicacion  /gramos  agual litros gramo ml

1 1000 10 3.95x 10/

CIDSB09 2 1439 15 3.95x10% 3.80x 107
3 1534 30 2.02 x 107

1 800 10 1.76 x 108

CIDSMO01 2 1135 15 2.20x10° 1.66x 108
3 1123 30 8.23 x 107

1 800 10 2.28 x 108

UAMHPI-031 2 1220 15 2.85x10° 2.32x108
3 1248 30 1.20 x 108

Tabla 7. Resultados de dafios por barrenadores de la cafia de azlicar en unidades

experimentales tratadas con hongos entomopatégenos.

Canutos Canutos Porcentaje de
Tratamiento totales dafiados dafio
CIDSB09 980 118 12.00
CIDSMO01 922 73 7.92
UAMHPI-031 963 108 11.20
Control 912 128 14.00
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Fig. 1. Larvas sanas y micosadas de D. considerata en diferentes etapas durante
los bioensayos de laboratorio con tres especies de hongos entomopatdégenos y
produccién de conidias. Larvas sanas (a), B. bassiana (b), M. anisopliae (c), .
javanica (d), conidias en arroz de las cepas CIDSB09, CIDSM01 y UAMHPI-031,

respectivamente (e).
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‘./\) AN v W, 7 ./ / .
Fig. 2. Conteo de plantas (a), plantas dafiadas (b), larva de E. loftini (c), larva de D.

considerata (d), planta con meristemo apical muerto (e), y muestreo de tallos (f).
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Fig. 7. Infestacion de larvas (a), equipo y productos utilizados (b), aplicacion (c),
larva de D. considerata muerta (d), dafio por E. loftini (e), dafio por D. considerata

().
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CONCLUSIONES GENERALES

Se realizé la identificacion morfologica y caracterizacion molecular de tres
especies de barrenadores distribuidas en las zonas cafieras del norte y centro de
Sinaloa, mediante el andlisis de los genitales del macho y la secuenciacion de la
subunidad | de la enzima citocromo ¢ oxidasa (COIl) del ADN mitocondrial,
respectivamente. Las especies encontradas fueron D. considerata, D. grandiosella
y E. loftini. Este método de identificacion puede aplicarse a otras regiones carfieras
donde se requiere corroborar a las especies de barrenadores, dando mayor
certidumbre a los productores para implantar estrategias de control biolégico de

estas plagas.

Se dio ingreso a 9 cepas de hongos entomopatégenos a la coleccion de
hongos del Laboratorio de Bioinsecticias, las cuales estan identificadas
morfologicamente. El tamafio y forma del conidio y células conididgenas, apariencia,
color y crecimiento radial de ocho cepas coincidieron con los rasgos tipicos de las
especies B. bassiana, M. anisopliae e |. javanica. Las caracteristicas morfolégicas
y fisiologicas anteriores, aunado al origen geografico del insecto huésped pueden
ser usadas para correlacionarse con la virulencia, con el propdsito de encontrar

candidatos apropiados para el control biolégico de barrenadores.

Estas mismas especies fueron caracterizadas molecularmente mediante la
secuenciacion de los ITS ribosomales, los cuales fueron comparados con la base
de datos del GenBank, encontrando similitudes que variaron de 98 a 99%. Los
nameros de acceso asignados a estas especies fueron subidos a la base de datos
del GenBank. El uso de las técnicas moleculares para la corroboracion de especies
de hongos proporciona mayor claridad para la identificacién, como se hizo en este

trabajo.

Se evaluaron 10 cepas nativas de Sinaloa y 9 exoéticas de otros Estados, de
tres colecciones mexicanas de los hongos entomopatégenos B. bassiana, M.
anisopliae, e |. javanica contra el barrenador del tallo D. considerata en condiciones

de laboratorio y campo. Todas las cepas fueron patogénicas encontrando
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mortalidades que variaron del 58.2 a 98.8% dependiendo del instar del insecto y la
cepa del hongo. Las mejores cepas nativas con mayor mortalidad de insectos y
tiempo letal promedio fueron la CIDSB09 de B. bassiana y la CIDSMO01 de M.
anisopliae, mientras que la mejor cepa exotica fue la UAMHPI-031 de M. anisopliae.
Por este resultado se consideraron como cepas candidatas para usarse en las

pruebas de campo para el control del insecto.

La produccion de hongos entomopatdégenos mediante el procedimiento
estandarizado del Laboratorio de Bioinsecticidas fue satisfactorio para obtener
suficiente producto de calidad biolégica, viabilidad y patogenicidad para realizar los

ensayos de campo.

En los estudios de campo se encontraron larvas micosadas postratamiento
(>2%), sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de
plantas dafiadas ni en el porcentaje de canutos dafiados en cada tratamiento en las
fechas de evaluacion. El tratamiento con el menor dafio acumulado con respecto al
testigo fue la CIDSMO1, por lo que se considera la cepa candidata para su uso en
campo. Los productores cafieros podrian reducir los costos para el control de
barrenadores usando estos hongos y con ello reducir el impacto ambiental al

disminuir el uso de insecticidas convencionales.

Es necesario mejorar la formulacion y la técnica de aplicacion de estos
hongos para observar mejores resultados y sean una opcion mas para el control

biolégico de barrenadores en Sinaloa.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda aplicar el método para la identificacion morfolégica y molecular de
los barrenadores en otras regiones cafleras donde se requiera comprobar la
identificacion de las especies de esta plaga. Esto es posible ya que existen
laboratorios con infraestructura para la extraccién del ADN de los barrenadores, lo
que facilitaria la identificacion rapida de las especies, mediante la comparacion de

la secuencia corta de nucleétidos de la COIl mitocondrial.

Este método abre la posibilidad para proponer un proyecto multidisciplinario
para la identificacion de barrenadores de la cafia de azUcar presentes en el territorio

nacional.

De las especies de hongos entomopatdégenos se recomienda aplicar nuestro
meétodo de caracterizacion para que las secuencias de nucleétidos a comparar estén
en la base de datos genética. Esto ayuda a que cuando se tienen nuevas cepas de
hongos es necesario combinar la identificacion morfolégica con la molecular para

precisar la identificacion de la especie.

Los hongos entomopatdégenos mas virulentos para barrenadores son B.
bassiana y M. anisopliae, por lo que se recomienda usar solo estas especies. Para
la seleccién de candidatos para estudios de campo deben ser considerados los que

muestren la mayor mortalidad con el menor tiempo letal.

Para la produccion de conidias en laboratorio se recomienda identificar los
factores nutrimentales y ambientales para mejorar la produccion de B. bassiana. Se
sugiere considerar trabajar con diferentes cantidades de melaza, del vehiculo sélido

(arroz) y la velocidad y temperatura de agitacion.

Para los estudios de campo se sugiere incrementar la cantidad de larvas a
infestar para que reflejen los dafos por barrenador, ya que los encontrados en este

estudio estuvieron por debajo a los registrados en campo. Se recomienda, ademas,
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incluir estudios de patogenicidad de hongos entomopatogenos para E. loftini, ya que

es una plaga que ha sido subestimada.

La efectividad de los tratamientos usados en campo requirieron de mayor
dosis, niumero de aplicaciones y mejor formulacion y técnica de aplicacion para
mostrar mejores resultados, por lo que se recomienda realizar formulaciones de
estos hongos en aceites, microencapsulados, polvos, etc. para propiciar y asegurar

el contacto del hongo con su hospedero.
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