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RESUMEN

El cultivo del maiz es atacado por muchas plagas, dentro de las mas importantes, debido
a la dificultad que se tiene en su manejo, tenemos a los barrenadores del tallo del género
Diatraea, ya que estas dafian el tallo de la planta y es dificil detectarlas hasta que éste
es muy avanzado. El control quimico ha sido ineficaz, por lo que su manejo se ha basado
en el uso de parasitoides y hongos entomopatdégenos. En esta investigacion, se
realizaron colectas de larvas en parcelas de maiz de los municipios de Pénjamo,
Abasolo, Huanimaro y Valle de Santiago con el fin de identificar morfologica y
molecularmente las especies presentes en el estado de Guanajuato, asi como conocer
los enemigos naturales que regulan las poblaciones de esta plaga. En esta etapa se llegé
a la conclusién que la Unica especie de barrenadores del tallo del género Diatraea
presente en el estado de Guanajuato es Diatraea grandiosella, la cual es regulada
naturalmente por los parasitoides Digonogastra kimballi y Chrysoexorista lineata, el
depredador Enoclerus bombicinus y los hongos entomopatégenos Beuveria bassiana y
Metarhizium rileyi. Ademas, se realiz6 una prueba de patogenicidad de los hongos
entomopatdégenos aislados directamente de las larvas colectadas en campo, con el fin
de seleccionar las cepas mas patogénicas que nos puedan servir como agentes de
control bioldgico, en este sentido, se observo un porcentaje de mortalidad de larvas del
71% (B. bassiana cepa BbP001), 50% (B. bassiana cepa BbP002), 27% (M. rileyi cepa
MrP001). Por ultimo, se inoculé semilla de maiz con una dilucién que contenia 1x108
conidios mL* de seis cepas de hongos entomopatégenos (tres de B. bassiana y tres de
M. anisopliae) con el fin de llevar a cabo un ensayo sobre el efecto endofitico para
determinar la capacidad de colonizar diferentes érganos (raiz, tallo y hoja) en plantas de
maiz; en este ensayo se observo colonizacion solamente en hojas y tallos por parte de
B. basiana, sin llegar a observar crecimiento de M. anisopliae.

Palabras clave: Parasitiodes, hongos entomopatdégenos, hongos endofitos.
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ABSTRACT

The corn crop is attacked by many pests, among the most important are the stem borers
of the genus Diatraea.These insect pest bore the stalk of the plant and it is difficult to
detect them before their damage is notorious. Chemical control has been ineffective, so
their management has been based on the use of parasitoids and entomopathogenic fungi.
In this research, larval field-collections were made in corn fields from communities in the
municipalities of Pénjamo, Abasolo, Huanimaro and Valle de Santiago. The field-
collected individuals were identified morphologically and molecularly at the level of
species. We also identified the species of natural enemies that regulate the populations
of stem borers. The only species of stalk borer of the genus Diatraea present in the state
of Guanajuato that attacks the corn crop is Diatraea grandiosella, which is naturally
regulated by the parasitoids Digonogastra kimballi and Chrysoexorista lineata, the
predator Enoclerus bombicinus and the entomopathogenic fungi Beuveria bassiana and
Metarhizium rileyi. In addition, a pathogenicity test of the entomopathogenic fungi isolated
directly from the larvae collected in the field was carried out to select the most pathogenic
strains that could serve as biological control agents in the future. A percentage of larval
mortality of 71% (B. bassiana strain BbP001), 50% (B. bassiana strain BbP002), 27% (M.
rileyi strain MrP001) and 8% (control) was observed. Corn seeds where inoculated with
a dilution containing 1x108 conidia mL™* of six strains of entomopathogenic fungi (three of
Beauveria bassiana and three of Metarhizium anisopliae) to stimate the endophytic effect
test and the ability to colonize different organs (root, stalk and leaf) in corn plants.
Colonization was observed only in leaves and stalks by B. basiana, without observing the
growth of M. anisopliae.

Key words: Parasitoid, entomopathogenic fungi, endophytic fungi.
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INTRODUCCION GENERAL

México es considerado el centro de origen, domesticacion y diversificacion del maiz (Zea
mays L.) (Ferndndez et al., 2013). Con una produccion estimada de 22,004,274

toneladas en 2021 y se ubica como el séptimo productor a nivel mundial (SIAP, 2021).

La produccién de maiz se ve afectada por una serie de plagas que le ocasionan perdidas
en el rendimiento al no ser controladas adecuadamente. Dentro de éstas, los
barrenadores del tallo son considerados como una de las principales, ya que las larvas
perforan el tallo alimentandose de los tejidos de conduccion, debilitando a la planta,
produciéndole dafios fisiol6gicos y quebrado del tallo, provocando la caida de la planta.
Ademas, favorece el desarrollo de hongos y bacterias agravando aun mas el problema
(Arispe et al., 2019).

Los productos quimicos que se han empleado para el control de Diatraea spp. no han
sido efectivos por multiples razones, principalmente debido a los habitos de alimentacion
cripticos del insecto (Hernandez et al., 2012). Por tal motivo, el control debe basarse en
el manejo integrado, incluyendo, por ejemplo, el control biolégico y el uso de cebos con
feromona (Freitas et al., 2007). El control biol6gico mediante la liberacion de parasitoides
y el uso de hongos entomopatdégenos, ha sido la principal estrategia de manejo de esta

plaga (Leyton-Flor et al., 2018; Rivera-Escobar y Soto-Giraldo, 2017).

Dado que los enemigos naturales tienen una respuesta diferencial en cada especie, la
identificacion correcta tanto de Diatraea como de sus agentes naturales de control, es de
suma importancia (Vejar-Cota et al., 2016 y Vargas et al., 2013). Sin embargo, la
identificacion de los barrenadores se complica dado que comparten caracteristicas
similares, principalmente en el estado de huevo, larva y pupa (Passoa, 2014).
Afortunadamente, la morfologia de la genitalia proporciona excelentes caracteres para la
correcta identificacion de la mayoria de las especies de Diatraea (Solis y Metz, 2016),
esto permite seleccionar con mayor precision los agentes de control bioldgico de acuerdo

a la especie de barrenador (Agnew et al., 1988).

Las ventajas de las técnicas moleculares basadas en PCR, incluyen la posibilidad de

trabajar con insectos extremadamente pequefios, como muchos de los parasitoides mas

1



efectivos en el control biologico. Ademas, tienen la ventaja de no verse afectadas por la
edad o el estadio de los insectos. Por otro lado, en algunos casos pueden ser utilizadas
en insectos secos 0 almacenados en alcohol por algun tiempo, como en el caso de las
muestras de museo. Las técnicas moleculares permiten diferenciar especies de huevos
o larvas de parasitoides dentro de sus hospedantes, lo cual suele ser imposible mediante

el andlisis morfoldgico tradicional (Alvarez et al., 2005).

La secuenciacion de la subunidad | de la citocromo C oxidasa (COI) del ADN ha permitido
agilizar la identificacion de las especies de barrenadores en cualquier estado de su
desarrollo, sin embargo, no sustituye a la taxonomia alfa o la filogenia (Vejar-Cota et al.,
2016).

Considerando que, en los ultimos afios, los dafios causados por los barrenadores del
tallo del género Diatraea se han venido incrementando en el cultivo de maiz en el estado

de Guanajuato, se plantearon los siguientes objetivos:



OBJETIVOS E HIPOTESIS
Objetivo General

Identificar las especies de barrenadores del tallo del género Diatraea, asi como sus

enemigos naturales asociados, en el cultivo de maiz en el estado de Guanajuato, México.
Objetivos particulares

e Identificar mediante las caracteristicas de la genitalia masculina y mediante la
secuenciacion del gen de la citocromo oxidaxa | (COI) las especies de Diatraea
spp., asi como a sus enemigos naturales, asociadas al cultivo de maiz en el estado

de Guanajuato.

e Evaluar la patogenicidad de aislamientos provenientes de larvas de Diatraea

grandiosella colectadas en cultivos de maiz en el estado de Guanajuato.

e Determinar el efecto dendofitico de B. bassiana y Metarhizium anisopliae en el

cultivo de maiz mediante los métodos de inoculaciéon de tratamiento a la semilla.
Hipotesis

e En el estado de Guanajuato se encuentra presente soélo una especie de

barrenadores del tallo del maiz del género Diatraea atacando a este cultivo.

e El barrenador del tallo del maiz del género Diatraea presente en el estado de

Guanajuato es regulado naturalmente por sus enemigos naturales.



REVISION DE LITERATURA
Importancia del maiz (Zea mays L.)

México, es el centro de origen, domesticacion y diversificacion del maiz, desde el punto
de vista alimentario, politico, econdémico y social, es el cultivo mas importante del pais
(Fernandez et al., 2013). En los ultimos afios, debido a la elaboracién de la tortilla a partir
de harina nixtamalizada el consumo se ha transformado. Sin embargo, de manera
tradicional se consume como tortilla (Trigo y Montenegro, 2002). En 2021 se sembraron
en el pais 7,310,675 hectareas de maiz para grano con una produccion de 22,004,274
toneladas. En el estado de Guanajuato se sembraron 400, 690 hectareas aportando una
produccioén de 1,778,172 toneladas (SIAP, 2021).

A nivel mundial, el maiz tiene gran importancia econdmica como alimento humano, para
el ganado o como materia prima de productos industriales (Sanchez y Pérez, 2014).
Dentro de estos productos podemos mencionar el biocombustible a base de etanol a
partir del almidén (Sanchez y Pérez, 2014; Raju et al., 2017), aceite comestible, en la

industria farmacéutica los estilos se usan como diuréticos (Sanchez y Pérez, 2014).
Importancia de los barrenadores en gramineas cultivadas

El complejo Diatraea spp. (Lepidoptera: Crambidae) se presenta en una forma bastante
generalizada en cualquier region del mundo donde se cultiva alguna graminea,
existiendo al menos una especie de barrenador ocupando el nicho suculento y criptico
gue ofrece el tallo (Smith et al., 1992, Wiedenmann et al., 2003). Es el grupo mas
importante de barrenadores que ocasionalmente ataca a maiz, sorgo y cafa de azlcar
en México, América Central y Sudamérica (Mihm, 1985, Osorio et al., 2015), ademas, de
los hospedantes mencionados, también infesta trigo, arroz y una variedad de malezas
como zacate Johnson Sorgum halepense (Grimi et al., 2018). No se conoce con certeza
hasta qué punto la intensidad del ataque de Diatraea spp. afecta la produccion de maiz
(Lépez et al., 1989). Estos barrenadores constituyen un complejo de especies (Vargas
et al., 2018), el cual se distribuye desde los Estados Unidos de América hasta Rio de La

Plata (Argentina), incluyendo las Antillas (Zarate et al., 2016).



Principales especies de barrenadores del género Diatraea

Riley y Solis (2005), mencionan que en el hemisferio occidental documentan 57 especies
de Diatraea que son plagas de muchos cultivos de la familia Poaceae como cafna de
azucar, maiz, arroz y sorgo. Barrera et al., (2017), Solis y Metz, (2016) han reconocido

por lo menos 41 especies.

La especie Diatraea saccharalis se encuentra distribuida desde Florida (Estados Unidos
de América) hasta la region sur de Argentina; y D. indigenella Dyar & Heinrich, D.
centrella Moeschler, D. rosa Heinrich, D. busckella Dyar & Heinrich, D. crambidoidea, D.
tabernella Dyar, D. guatemallela, D. lineolata Walker, D. impersonatella Walker, son

importantes a nivel suramericano (Pérez y Martinez, 2011).

La diversidad de barrenadores del tallo de gramineas en México es amplia (Solis, 2004).
Solis y Metz (2016) reportan en México ocho especies afectando a diversos cultivos, de
las cuales cinco se alimentan de maiz: D. muellerella Dyar & Heinrich, D. postlineella

Schaus, D. grandiosella Dyar, D. lineolata y D. saccharalis.

Diatraea grandiosella Dyar. Localidad tipo: Guadalajara, Jalisco (Solis y Metz, 2016).
Dafia principalmente al maiz en Chihuahua, Colima, Jalisco, Michoacéan, Morelos,
Puebla, Sinaloa y Veracruz. Curiosamente, también ataca cafia de azUcar solamente en
Sinaloa (Box, 1953).

Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794). Localidad tipo: América Meridional
(presumiblemente Surinam) (Solis y Metz, 2016). Es la especie del género Diatraea con
la distribucion geografica mas amplia, e incluye el sur de los E.U.A., México, el Caribe,
Centroamérica y Sudamérica. Ataca mas de 60 especies vegetales, entre ellas el maiz y
la cafia de azucar (Bleszynski 1969, Roe et al., 1981). En México, se distribuye
principalmente en Campeche, Chiapas, Guerrero, Nuevo Lebn, Oaxaca, Puebla, San
Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan; se alimenta comiunmente del

maiz y cafia de azucar (Box 1956,).



Diatraea considerata Heinrich. Localidad tipo: El Dorado, Sinaloa (Solis y Metz, 2016).
Ataca cafa de azlcar y rara vez al maiz. Su distribucion incluye Colima, Jalisco, Nayarit,

Michoacén y Sinaloa (Box 1956, Smith y Rodriguez-del-Bosque 1994).

Diatraea magnifactella Dyar, 1911. Localidad tipo: Cuernavaca, Morelos y Oaxaca
(Solis y Metz, 2016). Esta especie ataca cafia de azlcar y ocasionalmente al maiz. Se
distribuye en Colima, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla, Quintana
Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas y Veracruz (Box 1953, Smith y Rodriguez-
del-Bosque 1994).

Diatraea veracruzana. Box (1953) la reporté en Veracruz causando dafios a cafia de
azucar. Ademas, se ha reconocido su presencia en la parte del Pacifico mexicano en la

parte norte de Sinaloa y reportada para la zona de Zacatecas, Jalisco y Colima.

Diatraea instructella Dyar, 1911. Localidad tipo: Parque Popocatépetl, México. Solo se
conocen dos especimenes, el holotipo femenino en el United States National Museum
(USNM) Collections y un macho que se determiné que eran conespecificos segun los
caracteres externos y la localidad tipo. EI macho y la hembra pueden no ser realmente

conespecificos (Solis y Metz, 2016).

Diatraea muellerella Dyar & Heinrich, 1927. Localidad tipo: Guerrero (Solis y Metz,
2016). Se ha reportado en maiz en los estados de Morelos y Guerrero (Riley y Solis,
2005).

Diatraea pedidocta Dyar, 1911. Localidad tipo: Cordoba, Veracruz (Solis y Metz, 2016).

Ecologia, biologia y habitos de Diatraea

El ciclo biolégico de los barrenadores presenta de una a tres generaciones por afio 0

hasta cinco (Capineira, 2020).


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=1ea9273ff2b4a7feJmltdHM9MTY3MDAyNTYwMCZpZ3VpZD0xMGI3MmE1OS1iMTU1LTYyN2MtMmI4Mi0zODI5YjA2NzYzMjgmaW5zaWQ9NTE5OA&ptn=3&hsh=3&fclid=10b72a59-b155-627c-2b82-3829b0676328&psq=USNM+&u=a1aHR0cHM6Ly93cmJ1LnNpLmVkdS9yZXNvdXJjZXMvY29sbGVjdGlvbnM&ntb=1
https://www.bing.com/ck/a?!&&p=1ea9273ff2b4a7feJmltdHM9MTY3MDAyNTYwMCZpZ3VpZD0xMGI3MmE1OS1iMTU1LTYyN2MtMmI4Mi0zODI5YjA2NzYzMjgmaW5zaWQ9NTE5OA&ptn=3&hsh=3&fclid=10b72a59-b155-627c-2b82-3829b0676328&psq=USNM+&u=a1aHR0cHM6Ly93cmJ1LnNpLmVkdS9yZXNvdXJjZXMvY29sbGVjdGlvbnM&ntb=1

Las hembras tienen un color mas claro y lineas mas tenues sobre sus alas, son mas
grandes que los machos teniendo una expansion alar de 30 a 38 mm de longitud con
manchas oscuras blancuzcas, mientras los machos la envergadura alar es de 15 a 20

mm (Capineira, 2001).

Los adultos son muy activos en la noche y en el dia permanecen ocultos en la base de
las plantas (Serrato y Posadas, 2005). La copula sucede en la noche y la longevidad del

adulto varia de tres a siete dias, la proporcion de sexos es 1:1 (Rolston, 1955).
Métodos de control de los barrenadores del tallo

Control cultural: Destruccion de residuos de cosecha, los restos de la cosecha son un
sitio ideal para la sobrevivencia de la plaga, por tal razén, se recomienda destruir los
residuos de la cosecha y los rastrojos. Control de malezas dentro y fuera del cultivo
principalmente zacates ya que estas son sitios de refugio de los barrenadores. Evitar
cultivos mixtos, especialmente sorgo. Evitar el estrés de la planta por falta de agua, por
lo que se deben de dar los riegos oportunamente, ademas de realizar una fertilizacion

adecuada que permita un mejor desarrollo de los tallos (Vazquez y Valdez, 2012).

Control quimico: El uso de insecticidas quimicos nunca ha sido una opcion eficiente
para el manejo de los barrenadores del tallo debido a que la mayor parte de su desarrollo
se lleva a cabo en el interior del tallo, ademas, de los problemas de resistencia a los
insecticidas y los impactos negativos sobre los humanos, la biodiversidad y el medio
ambiente (Atencio et al., 2021). En México se us6 por mucho tiempo en los ingenios para
controlar barrenadores de la cafia de azlcar sin resultados satisfactorios, por lo que
fueron descontinuados (Flores, 2007). Ramirez et al., 2018, realiz6é un estudio en el que
menciona el uso historico de plaguicidas en Veracruz en el que menciona 14 diferentes
marcas comerciales dentro de los organofosforados, piretroides, carbamatos y

neonicotenoides, muchos de los cuales ya estan descontinuados en la actualidad.

Control biolégico: Se considera que los hongos entomopatdégenos juegan un papel
vital como agente de control biolégico de las poblaciones de insectos (Gul et al., 2014),
dentro de los entomopatdgenos usados para el control de los barrenadores del tallo

destacan los hongos Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin y Beauveria
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bassiana Vuillemin que infectan principalmente las larvas, aunque también pueden llegar
a infectar pupas. Dentro de los parasitoides podemos utilizar como fuente de control
biolégico a Trichogramma atopovorilla (Trichogrammatidae), la cual es recomendable
realizar liberaciones de este parasitoide en la etapa de huevo de Diatraea y Eoreuma;
Chelonus sonorense (Braconidae) en huevo y pupa. Para el caso de parasitoides de
larvas de Diatraea se emplea a Apaneles diatraeae (Braconidae), Digonogastra sp.
(Braconidae), Conura sp. (Chalcididae) y Paratheresia claripalpis (Tachinidae). Tambien
diversos depredadores se alimentan de los barrenadores en los tuneles, tales como
hormigas (Formicidae), tijeretas (Forficulidae) y diversas familias de escarabajos

(Coleoptera) (Vazquez y Valdez, 2012).
Enemigos naturales asociados a Diatraea spp.
Parasitoides y depredadores.

Los principales parasitoides de barrenadores del género Diatraea son los Hymenopteros
y los Dipteros los cuales parasitan principalmente huevos y larvas, dentro de los
Hymenaopteros se encuentran los microhimendpteros de la familia Trichogrammatidae (T.
minutum, T. fascialum, T. evanescens, T. pretiosumy T. galivi) y Scelionidae (Telenomus
sp), los cuales se han empleado en programas de control biolégico en Puerto Rico, Perd,
Colombia y Bolivia (Risco-Bricefio, 1996). Dentro de los dipteros tenemos a Paratheresia
claripalpis y Metagonistylum minense (Tachinidae), los cuales liberan comunmente en
programas de control bioldgico en la regién azucarera del Rio Cauca en Colombia (Lastra
y Gomez, 2006). Sin embargo, existen una gran variedad de especies de Dipteros que
se encuentran distribuidos en diferentes paises de América y las Antillas, de los cuales
se pueden mencionar a Paratheresia claripalpis Wolp., Lixophaga diatraea Tons.,
Metagonistylum minense Tons., Jayneleskia jaynesi Aldr., Leskiopalpus diadema Wied.
Y Palpozenlla palpalis Aldr. (Risco-Bricefio, 1996), ademas parasitoide de huevos
Trichogramma exiguum (Hymenoptera: Trichogrammatidae), de larvas Lydella minense,
Billaea claripalpis (Diptera: Tachinidae) y Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae)
(Rivera-Escobar y Soto-Giraldo, 2017), Chelonus sonorensis (Hymenoptera:

Braconidae), Digonogastra sp. (Hymenoptera: Braconidae), Orgilus gelechiaevarus



(Cushman), Glyptapanteles sp., Spilochalcis sp. y Eucelatoria sp. (Rodriguez del Bosque
et al., 1990).

Referente a los depredadores se mencionan principalmente a hormigas y arafias que
comen huevos, larvas y pupas de Diatraea spp. (Atencio et al., 2020), sin embargo, en
estudios de depredacion sobre Diatraea spp. que fueron conducidos por la Universidad
de Florida indican la importancia de artrépodos tales como: Solenopsis invicta Buren,
Pheidole dentata Mayr, Pheidole floridana Emery (Hymenoptera: Formicidae), Orius spp.
(Hemiptera: Anthocoridae), Chrysopa sp. (Neuroptera: Chrysopidae), Cicindela spp.
(Coleoptera: Carabidae) y diversas especies de arafias). Ademas, también dentro de los
enemigos naturales se encuentran dipteros depredadores como taquinidos y sirfidos
(Lastray Gomez, 2006).

En un estudio reciente, D. tabernella revelaron bajos niveles de parasitismo por parte de
L. minense en comparacion con D. saccharalis, lo que sugiere cierto nivel de resistencia
del huésped (Aya et al., 2019).

Entomopatdégenos. Otros agentes de control biolégico de los barrenadores son los
entomopatdégenos, que incluye bacterias, virus, hongos, nematodos y protozoarios
(Nicholls-Estrada, 2008); dentro de los cuales podemos mencionar a los nematodos de
las familias Mermithidae, Heterorabditidae y Steinernematidae; la bacteria Bacillus
thuringiensis y los hongos Lecanicillium (Verticillium spp), lecanii spp., Metarhizium spp

y Cordyceps spp. (Hernandez-Rosas y Figueroa-Rodriguez, 2011).



CAPITULO I. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE Diatraea
grandiosella (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE) Y SUS ENEMIGOS NATURALES EN
GUANAJUATO, MEXICO, ASOCIADOS AL CULTIVO DE MAIiz

1.1 RESUMEN

Se realiz6 la identificacion morfoldgica y molecular del barrenador del tallo del maiz
(Diatraea spp.) colectados en diferentes municipios del estado de Guanajuato, México,
asi como de sus enemigos naturales asociados. La identificacibn molecular del
barrenador se realiz6 mediante la comparacién de las caracteristicas de la genitalia
masculina, mientras que la caracterizaciobn molecular se hizo mediante la secuenciacion
del gen de la subunidad | de la enzima citocromo c oxidasa (COIl) del ADN mitocondrial.
La identificacibn molecular de los hongos entomopatdgenos aislados de las larvas
colectadas en campo, se realiz6 usando como cebadores a los espaciadores transcritos
internos del ADN ribosomal (ITS). La especie identificada de barrenador del tallo tanto
morfolégica como molecular correspondi6é a Diatraea grandiosella Dyar. Respecto a los
hongos entomopat6genos, las secuencias de nucle6tidos confirman que corresponden a
Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin y Metarizhium rileyi (Farlow) Kleper. Ademas,
se recuperaron dos parasitoides y un depredador de larvas de D. grandiosella, los cuales
corresponden a Digonogastra kimballi Kircland, Chrysoexorista lineata Wolp y Enoclerus

bombicinus Chevrolat respectivamente.
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1.2 ABSTRACT

We identified morphologically and molecularly the cane borer (Diatraea spp.) field-
collected in different municipalities of the state of Guanajuato, México, together with its
associated natural enemies. Morphological identification was achieved by comparing
characteristics of masculine genitalia, while molecular identification was achieved by
gene sequencing of subunit | of the mitochondrial DNA enzyme cytochrome c oxidase.
Entomopathogenic fungi isolated from larvae field-collected were identified molecularly
using internal transcribed spacers (ITS) of ribosomal DNA. The species of cane borer
identified both morphologically and molecularly was Diatraea grandiosella Dyar. The
maximum likelihood tree grouped the sequences of the species D. grandiosella with 99%
confidence, corroborating precise identification of the species. Regarding
entomopathogenic fungi, the nucleotide sequences confirm the identity of Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin and Metarizhium rileyi (Farlow) Kleper® with 100%
confidence. Moreover, two parasitoids and one predator of D. grandiosella larvae were
recovered: Digonogastra kimballi Kircland and Chrysoexorista lineata Wolp and

Enoclerus bombicinus Chevrolat, respectively.
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1.3 INTRODUCCION

Los barrenadores del tallo del género Diatraea, estan ampliamente distribuidos en
México, América del Sur, América Central, el Caribe y el sur de los Estados Unidos,
ocasionalmente atacan a maiz (Zea mays L.), sorgo (Sorghum bicolor L.) y cafia de
azucar (Saccharum officinarum L.) (Arispe et al., 2019, Osorio-Osorio et al., 2015;
Francischini et al., 2017); ademas a trigo (Triticum aestivum L.), arroz (Oriza sativa L.) y
una variedad de malezas como zacate Johnson Sorgum halepense (L.) Pers (Grimi et
al., 2018). Estos barrenadores constituyen un complejo de especies (Vargas et al.,
2015); en México se reportan 8 especies: D. considerata Heinrich, D. grandiosella Dyar,
D. instructella Dyar, D lisetta Dyar, D. magnifactella (Dyar & Heinrich), D. muellerella
(Dyar & Heinrich), D. pedidocta Dyar y D. veracruzana Box, de las cuales cinco se
alimentan de maiz: D. muellerella, D. postlineella Schaus, D. grandiosella, D. lineolata y
D. saceharalis. (Solis y Metz, 2016).

La identificacion de las especies del género Diatraea se ha basado principalmente en la
diseccion de los genitales de los adultos machos (Barrera et al., 2017); las especies de
este género no se pueden identificar utilizando Unicamente caracteres externos ya que
se compone de especies externamente similares (Solis y Metz, 2016). La identificacion
de inmaduros de Diatraea spp. es arriesgada y tentativa ya que comparten
caracteristicas similares y las técnicas de separacion de especies son escasas y no
siempre funciona para larvas recolectadas en el campo (Vejar-Cota et al. 2016 y Passoa,
2014). Para reconocer las especies con poca divergencia morfoldgica, las técnicas de
ADN son utiles para tener una identificacion de especies mas precisa (Bravo et al., 2008).
La identificacion correcta de la plaga es importante para tener éxito en un programa de
control biolégico de Diatraea spp., ya que los enemigos naturales tienen una respuesta

diferencial en cada especie (Vejar-Cota et al., 2016 y Vargas et al., 2013).

El manejo de Diatraea spp. se ha basado en gran medida en el control biologico (Vargas
et al., 2015). En América Latina, el control de Diatraea spp. en cafia de azucar se ha
basado en la cria y liberacion de parasitoides, lo que se ha considerado como la practica
mas eficiente (Van Lenteren y Bueno, 2003). Dentro de los enemigos naturales podemos

mencionar principalmente a los parasitoides (Braconidae y Tachinidae) y depredadores
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(Formicidae y Salticidae) (Atencio et al., 2020). Los parasitoides mas usados en
programas de control biolégico son Cotesia flavipes Cameron (Wiedenmann et al. 2003),
Trichogramma spp. y las moscas taquinidas Lixophaga diatraeae Towns., Billaea
(Paratheresia) claripalpis Wulp., Lydella (Metagonistylum) minense Towns., Palpozenillia

palpalis Aldr. y Diatraeophaga striatalis Towns. (Atencio, 2020).

Los hongos entomopatdégenos también son agentes naturales que regulan las
poblaciones de plagas y Diatraea spp. no es la excepcion, dentro de estos hongos,
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok. y Beauveria bassiana son los mas importantes;
para el caso de M. anisopliae puede ser patogénico paratodos los estadios de desarrollo

del barrenador (Yasem de Romero et al., 2008, Zufiiga-Oviedo y Soto-Giraldo, 2018).

El objetivo de la presente investigacion fue identificar morfolégica y molecularmente las
especies de Diatraea spp., asi como a sus enemigos naturales, asociadas al cultivo de

maiz en el estado de Guanajuato.
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1.4 MATERIALES Y METODOS
1.4.1 ldentificacion morfolégica y molecular

Colecta de larvas. Se realizaron colectas de larvas de Diatreae spp. durante el mes de
noviembre de 2020 (n=100 en cada sitio de muestreo) en parcelas de maiz en las
comunidades de “La granja” (N 20.3580, W -101.5720), “Las Pomas” (N 20.3510, W -
101.5851), “Labor de Armenta” (N 20.409211, W -101.6572) y “Cerro Colorado” (N
20.3989, W -101.3226) perteneciente a los municipios de Huanimaro, Abasolo, Pénjamo
y Valle de Santiago respectivamente, en el estado de Guanajuato, México. Las plantas
de maiz que presentaban dafio causado por el barrenador se abrieron longitudinalmente
para extraer la larva, las cuales se colocaron individualmente en vasos de plastico
debidamente sellados, se llevaron a la camara de cria del Area de Entomologia y
Acarologia del Colegio de Postgraduados donde se mantuvieron a una temperatura de
25+2°C, con una humedad relativa del 70% +10% y una relacién 12:12 luz-obscuridad,

alimentadas con trozos de tallo de maiz.

Seleccion de larvas para la identificacion. A las cuatro semanas de permanecer en la
camara de cria, se seleccionaron al azar 20 larvas de cada sitio de muestreo, se
colocaron en agua en ebullicion durante 10 segundos y se conservaron en alcohol 70%
para posteriormente utilizarlas en la caracterizacion molecular, el resto se mantuvieron
en la cAmara de cria hasta que llegaron al estado adulto. De los adultos se seleccionaron

los machos, a los cuales se extrajeron sus genitales para la caracterizacién morfologica.

Extracciéon de genitalias. Para realizar la identificacion de las especies, se extrajeron
los genitales de los adultos macho. Los adultos se separaron por localidad y sitio de
muestreo, a los cuales se les corto la parte distal del abdomen con una pinza
entomoldgica en una caja Petri, siguiendo los pasos de Lépez-Pérez (2016), se colocaron
las muestras en un tubo de ensayo con 2 ml de hidroxido de potasio (KOH) al 40%,
enseguida se coloco el tubo de ensayo en un vaso de precipitados con agua en ebullicion
a bafio maria durante 20 minutos (revolviendo cada 2 minutos para acelerar la entrada
del KOH en el cuerpo de la muestra), enseguida se drené el KOH y se enjuago 3 veces

en agua destilada, a continuacion se coloco la muestra en alcohol etilico al 96% durante
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tres minutos (repitiendo este proceso dos veces), por ultimo se transfirio la muestra a
aceite de clavo durante dos minutos para posteriormente montar los genitales en un
portaobjetos con balsamo de Canada (Acebedo-Reyes, 2019 y Agnew et al. 1988), una
vez realizado el montaje, se compararon las genitalias con las claves taxonémicas de

Solis y Mets, 2016 para su identificacion morfoldgica.

Extraccion de ADN. A las larvas seleccionadas se les corto la region cefalica, se dejaron
secar durante tres horas, la cabeza se colocé en un tubo vial de 1.5 ml al cual se le
agrego nitrégeno liquido a -70°C dejandolo evaporar por completo para posteriormente
triturarla con una punta de mortero de plastico. Para la extraccion se utilizo el kit
comercial DNeasy® Blood & Tissue (United States of America), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

PCR y Secuenciacion. La reaccion PCR consistié de una mezcla de 14.15 pl de agua
libre de nucleasas, 5 pl de Buffer GoTag® 1X, 1 pl de MgCl2, 1.25 pl de dNTP’s 0.2 mM,
0.75 pl del primer HCO2198, 0.75 pl del primer LCO1490, 0.1 pl de ADN polimerasa
GoTag® 1.25 Uy 2 ul de ADN; para obtener un volumen total de 25 pl. La amplificacién
de la region COIl del ADNmt se realiz6 en un termociclador MyCycler (BIO-RAD
Laboratories Inc., Hercules, CA, EE. UU.). Los regimenes térmicos de PCR para la
amplificacion del ADN consistié en un ciclo de 1 min a 94 °C; cinco ciclos de 1 min a 94
°C,15mina45°Cy15mina72°C;35ciclosde 1 mna94 °C,1.5mna50°Cy1l
min a 72 °C y un ciclo final de 5 min a 72 °C (Hebert et al., 2003). Los productos de PCR
se visualizaron en geles de agarosa al 1.5 % en TAE 1X. Los geles se tifieron con
bromuro de etidio (0,1 ug mL1) y se observaron con un fotodocumenatdor (Viber Lourmat
Infinity-1000/26MX, Francia). Las muestras se enviaron a Macrogen Inc. (Geumchengu,

Sedl, Corea) para la secuenciacion directa.
1.4.2 ldentificacion de enemigos naturales

Obtencion de enemigos naturales. Para la obtencion, en cada sitio de muestreo, de
los enemigos naturales, se colectaron 100 larvas en maiz proximo a cosechar (las
colectas se realizaron durante el mes de noviembre de los aflos 2019, 2020 y 2021)

(Cuadro 1). El material biolégico se llevo a la camara de cria del Area de Entomologia y
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Acarologia del Colegio de Postgraduados, manteniéndolas individualmente en vasos de
plastico transparente, las cuales se alimentaron con trozos de tallo de maiz y se
mantuvieron a una temperatura de 25+2°C, humedad relativa de 70+10% y un
fotoperiodo de 12:12 horas luz-obscuridad; se dejaron en observacion hasta que
emergian los enemigos naturales. El conteo se realiz6 semanalmente desde el momento
de la colecta hasta que el insecto llegé al estado adulto. Se realizé la suma del total de

larvas que presentaron algun enemigo natural y se calculd el porcentaje de éstas.

Identificacion molecular de hongos entomopatdégenos. Para el caso de los hongos
entomopatdgenos, durante los muestreos en campo, las larvas que presentaron signos
de infeccién por hongos se colocaron en vasos del N° O de una onza los cuales se
llevaron al laboratorio de Patologia de Insectos del Posgrado en Entomologia y Acarlogia
donde se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.5% y se colocaron en cajas Petri de
9 cm de diametro sobre un circulo de papel filtro humedecido para generar cadmara
humeda y propiciar el crecimiento de los hongos entomopatdgenos. A los siete dias, una
vez que los insectos manifestaron los hongos, se rasp6 el insecto esporulado y se
sembr6 en cajas Petri sobre medio de cultivo Agar Maltosa Sabourand DifcoTM mas
Extracto de Levadura BD Bioxon (insectos con micelio color verde) y Agar Destrosa
Sabourand BD Bioxon (insectos con micelio color blanco), se mantuvieron en incubacién
durante 10 dias a una temperatura de 25+2°C. Una vez que crecieron los hongos, se
realiz6 un cultivo monoesporico, los cuales una vez obtenidos, se sembraron sobre un
circulo de celofan dulce estéril del mismo didmetro del interior de la caja Petri que
contenia medio de cultivo como se indico anteriormente de acuerdo a la coloracion del

hongo, de las cual se obtuvo el inoculo que fue utilizado para la extraccion del ADN.

Extraccion de ADN de hongos entomopatdgenos. Para la extraccion, se utilizo el kit
Quick-DNATM Fungal/Bacterial Miniprep. Se pesaron 50 mg de micelio de cada hongo
(cuatro de color blanco y dos de color verde) obtenido de los cultivos monoesporicos, se
colocaron individualmente en tubos para Lysis BashingBeadTM ZR (2.00 mm), se
adicionaron 750 pl de Buffer BashingBeadTM, se sometieron a un disruptor (Retsch
MM400, Germany) a una frecuencia de oscilacion de 30 Hz durante 15 minutos. A

continuacion, se siguieron los pasos segun las instrucciones del fabricante del kit de
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extraccion. La integridad del ADN se evalué mediante electroforesis en gel de Agrosa al
1.5% en TAE 1X, tefiidos con bromuro de etidio y se observaron con un

fotodocumentador (Viber Lourmat Infinity-1000/26MX, Francia).

El control biolégico puede ser beneficiado al adoptar técnicas moleculares en la
extraccion del ADN para la identificacién de especies, ya que por este medio se pueden

resolver problemas inadecuados de sistematica de los enemigos naturales e insectos

plaga.

PCR y secuenciacion de hongos entomopatdgenos. Para los hongos de coloracion
blanca se utilizaron los cebadores B22U y B822L; mientras que para los de color verde
se emplearon los cebadores EF 1T y EF 2t. La mezcla para la reaccion PCR para hongos
de color blanco consistié de 18.4 pl de agua libre de nucleasa, 7 ul de Buffer 5X, 0.7 ul
de dNTP’s 0.2 mM, 2.8 pl de MgCl 25 mM, 1.5 pl del primer B22U, 1.5 pl del primer
B822L, 0.1 ul de Tag. Polimerasa y 3 pl de ADN; para obtener un volumen total de 35 pl.
La mezcla para la reaccién PCR para hongos color verde fue similar a la empleada para
los hongos color blanco cambiando solamente los primer’s, siendo en este caso los EF1T
y EF2t. La amplificacion se realizé en un termociclador MyCycler (BIO-RAD Laboratories
Inc., Hercules, CA, EE. UU.). Los regimenes térmicos de PCR para la amplificacion del
ADN de los hongos color blanco consistié en un ciclo de: 1) 2 min a 94 °C; 2) 30 seg a
94 °C, 3)30sega 56 °C,4) 2mina 72 °C (paso 2 al 4 por 40 ciclos), 5) 15 mima 72 °C
y 6) © a 12 °C; mientras que para los hongos color verde consistio en 1) 5 min a 95 °C,
2) 30 seg a 94 °C, 3) 30 seg a 56 °C (aumentando un °C por cada ciclo por 10 ciclos),
4). 1mina72°C,5).30sega94 °C,6).30sega56°C,7).1lmina72°C (pasos5a7
por 36 ciclos), 8). 10 mina 72 °Cy ~ a 12 °C. Los productos de PCR se visualizaron en
geles de agarosa al 1,5 % en TAE 1X. Los geles se tifieron con bromuro de etidio (0,1
ug mLY) y se visualizaron en un fotodocumentador (Viber Lourmat Infinity-1000/26MX,
Francia). Las muestras se enviaron a Macrogen Inc. (Geumchengu, Seul, Corea) para la

secuenciacion directa.
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1.4.3 Analisis de datos

Los rastros de secuenciacion tanto de las muestras de Diatraea como de los hongos
entomopatogenos se ensamblaron utilizando BioEdit (Hall, 1999). Los analisis de
Maxima Verosimilitud se realizaron utilizando el software Molecular Evolutionary Genetic
Analisis version 7 (MEGA 7) para Windows (Kumar et al., 2016).
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1 Identificacion morfolégica y molecular

Comparando las genitalias de adultos machos y siguiendo las claves de Solis y Metz
(2016), no mostraron variacion, independientemente del sitio en el que fueron colectados.
Las caracteristicas de los genitales extraidos de adultos machos presentaron el Uncus
triangular, estrechandose en el 4pice, en forma de pico (Figura 1A); Juxta con dos
proyecciones laterales; margen costal de valva sin proceso accesorio estrecho, lI6bulo
costal basal puede estar presente (Figura 1C). Apice del brazo de la juxta bidentado, con
dos puntas distintas (Figura 1C). Apice de la Juxta plano, apice puntiagudo con un diente
subapical mas pequefio; 4pice del brazo lateral de la juxta atenuado, gnathos sin
proceso; apice de los gnathos espatulado. Estos individuos se identificaron como D.
grandiosella (Figura 1).

Vejar-Cota et al. (2016) menciona que la caracteristica principal de los genitales
masculinos de esta especie son la ausencia del |6bulo teguminal y la presencia de una
espina subapical en los brazos de la juxta. Solis y Mets (2016), indican que en México
se reportan cinco especies de Diatraea que atacan al cultivo de maiz en diferentes
entidades federativa, sin hacer referencia al estado de Guanajuato. Las especies que
mencionan son D. muellerella (Dyar & Heinrich), D. postlineella Schaus, D. grandiosella
Dyar, D. lineolata y D. sacharalis. Este estudio sugiere que D. grandiosella Dyar también
esta presente en el estado de Guanajuato dafiando principalmente al maiz difiriendo de
lo reportado por Vejar-Cota (2004) quienes documentan su presencia en Chihuahua,
Colima, Jalisco, Michoacan, Morelos, Puebla, Sinaloa y Veracruz. Ademas, este mismo
autor menciona que, también ataca cafia de azlcar solamente en Sinaloa y se
desconoce si se trata de un biotipo diferente al que ataca al maiz en otras regiones del
pais. Esta especie emigrd hacia los E.U.A., donde se le considera desde hace tiempo

como una de las plagas mas severas del maiz (Chippendale 1979).
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Aedeagus : //ﬂ
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Gnatos

Lobulo basal en la costa de la

Juxta

Vinculum

Figura 1. Genitales masculinos de Diatraea grandiosella: A) Aedeagus, B) Uncus y Gnatos, C)
Valva, Vinculum, Juxta y Lobulo basal en la costa de la Valva.

Ademas de la identificacién de las especies a partir de las caracteristicas morfolégicas
de los machos adultos, también se realizé la clasificacion molecular a través de la
secuenciacion del gen de la subunidad | (COI) de la citocromo C oxidasa. De las
muestras amplificadas se tomaron al azar tres correspondientes al municipio de
Pénjamo, cinco del municipio de Huanimaro y cinco del municipio de Abasolo. El
agrupamiento por union de vecinos de las secuencias de COI produjo un solo grupo que
coincide perfectamente con lo encontrado a través de la comparacién morfolégica de los
genitales masculinos de los insectos adultos, lo que nos indica claramente que la especie
detectada en los sitios donde fueron colectadas todas las larvas correspondieron

Unicamente a D. grandiosella.
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El arbol de Maxima Verosimilidud (Figura 2) agrup0 las secuencias P5, P6, P7, H19, H21,
H22, H23, H28, A5, A6, A7, A8, y Al4 (P=Pénjamo, H=Huanimaro y A=Abasolo
respectivamente) de la especie D. grandiosella con 99% de confianza, lo que corrobora

la identificacion precisa de esta especie.
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Diatraea_grandiosella_JQB888353
Diatraea_considerata KP259614

98 — Diatraea_saccharalis_JX442647
] - Diatraea_saccharalis_JN108957

Diatraea_crambidoides_KRO70995

0.01

Figura 2. Arbol de Maxima Verosimilitud de las secuencias obtenidas de Diatraea grandiosella
(JQ888353).

1.5.2 Identificacién de enemigos naturales

En el Cuadro 1, se muestran los enemigos naturales asociados a larvas de D.
grandiosella recolectadas en las diferentes comunidades y municipios del estado de
Guanajuato, donde se observo el parasitoide de larva Digonogastra kimballi Kirkland
1989 (Hymenoptera: Braconidae) (Figura 3 a y b) y Chrysoexorista lineata (Diptera:
Tachinidae) (Figura 3 c y d). El parasitoide D. kimballi fue el mas abundante, estando
presente en todos los sitios de recolecta. Este braconido se identifico siguiendo las claves

taxondmicas de Warton et al., (1997). También se detect6 a Enoclerus bombicinus
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(Coleoptera: Cleridae) (parte del material esta depositado en la Coleccion de Insectos
del Colegio de Postgraduados) depredando larvas del barrenador del tallo del maiz
(Figura 3e), solamente en la comunidad de “El Talon”, perteneciente al municipio de

Pénjamo.

Ademés de los parasitoides mencionados, también se recuperaron hongos
entomopatdgenos de larvas de D. grandiosella, se obtuvieron hongos con micelio color
blanco (Figura 3f) y hongos con micelio color verde (Figura 3g), los cuales se
caracterizaron molecularmente. Las secuencias que se obtuvieron en los arboles de
Maxima Verosimilitud (Figura 4A y 4B) agrupan con un 100% de confianza a los hongos
con micelio color blanco obtenidos de larvas que se encontraron en el interior del tallo
como B, bassiana; al igual, el agrupamiento de las cepas M1 y M2 obtenidas de larvas
con micelio color verde y que aun no penetraban el tallo es del 100%, correspondiendo
a M. rileyi.

Figura 3. Enemigos naturales obobservados en larvas de Diatraea grandiosella recolectadas en
el estado de Guanajuato, México: a) Digonogastra Kimballi (adulto), b) Larva de D. grandiosella
parasitada por D. kimballi, c) Chrysoexorista lineata (adulto), d) Pupa de C. lineata sobre larva
de D. grandiosella parasitada, e) Larva de Enoclerus bombicinus depredando una larva de D.
grandiosella, f) Larva de D. grandiosella infectada naturalmente por Beauveria bassiana, g) Larva
de D. grandiosella infectada naturalmente por Metarhizium rileyi.
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Rodriguez del Bosque et al., (2020), mencionan que los barrenadores del tallo de la cafia
de azucar son regulados naturalmente en el sur de Tamaulipas por los hongos
entomopatégenos B. bassiana y M. anisopliae; ademas por los parasitoides
Trichogramma atopovirila (Trichogrammatidae), Chelonus sonorensis (Braconidae),
Digonogastra sp. (Braconidae), Apanteles diatraeae (Braconidae), Conura sp.
(Chalcididae) y Paratheresia claripalpis (Tachinidae).

Los aislamientos de B.bassiana se obtuvieron de larvas colectadas en el interior del tallo
de maiz en las localidades de El Varal de Morales y El talon del municipio de Pénjamo,
mientras que los de M. rileyi se aislaron de larvas que aun no habian penetrado el tallo
del maiz, colectadas en El Varal de Morales y las Pomas en los municipios de Pénjamo

y Abasolo respectivamente (Cuadro 1).
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Figura 4. Arbol de Maxima Verosimilitud de las secuencias obtenidas A) Beauveria bassiana
(KC461051, KC461075, y KC461043) y B) Metarhizium rileyi (KJ398798).
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Cuadro 1. Enemigos naturales recuperados de larvas de D. grandiosella colectadas en diferentes sitios de muestreo en el estado de

Guanajuato.
Enemigo natural % de larvas con
Municipio Localidad Ubicacién recuperado ene%?gsc?:ﬁlgjreales Fecha de colecta
Labor de Armenta | N 20.409211 Digonogastra kimbali 32 Noviembre de 2019
W -101.6572 Metarhizium rileyi --
El Varal de Morales | N 20.317955 Digonogastra kimbali 14 Noviembre de 2020
W -101.7835 Metarhizium rileyi --
Pénjamo Beauberia bassiana 4
El Talén N 20.3387 Digonogastra kimbali 8 Noviembre de 2021
W -101.8639 Beauberia bassiana 7
Chrysoexorista lineata 12
Enoclerus bombicinus --
Abasolo Las Pomas N 20.3510 Digonogastra kimbali 10 Noviembre de 2020
W -101.5851 Metarhizium rileyi --
Huanimaro La Granja N 20.3580 Digonogastra kimbali 7 Noviembre de 2019
W -101.5720
Valle de | Cerro Colorado N 20.3989 Digonogastra kimbali 12 Noviembre de 2020
Santiago W -101.3226
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1.6 CONCLUSIONES

La combinacion de la caracterizacion morfologica y molecular nos permitié concluir que
la Unica especie de barrenadores del tallo del género Diatraea en el cultivo de maiz en

el estado de Guanajuato fue D. grandiosella.

Las especies parasitoides de larvas del barrenador del tallo mas abundantes en el estado
de Guanajuato son Digonogastra kimballi Kirkland 1889 (Hymenoptera: Braconidae) y
Chrysoexorista lineata Wulp 1890 (Diptera: Tachinidae), lo cual abre una ventana para
la introduccion de otros prasitoides de larva de esta plaga como Cotesia flavipes
(Lepidoptera: Braconidae) y Paratheresia claripalpis (Tachinidae) como complemento de

control biologico.

Las especies de hongos entomopatdégenos Beauveria bassiana y Metarhizim rileyi se
encuentran regulando de forma natural larvas de Diatraea grandiosella en el estado de
Guanajuato. Estos dos hongos pueden ser aislados para reproduccion masiva y

emplearlos en programas de control biolégico de esta plaga.

Derivado de ellos, se pueden establecer tacticas de manejo integrado mediante el uso
de los productos de control bioldgico existentes en el mercado, disminuyendo las
aplicaciones de insecticidas quimicos y propiciando con esto el incremento de los

enemigos naturales nativos.
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CAPITULO II. EVALUACION DE LA PATOGENICIDAD DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS AISLADOS DE LARVAS DEL BARRENADOR DEL TALLO
DEL MAIZ Diatraea grandiosella Dyar (LEPIDOPTERA: CRAMBIDAE)

2.1 RESUMEN

Los barrenadores del tallo del género Diatraea son plagas importantes en el cultivo del
maiz (Zea mays L.) debido a la dificultad que se tiene en su manejo, ya que estas
barrenan el tallo de la planta y es dificil de presenciar su dafio. Los hongos
entomopatdégenos constituyen una opcion para su manejo. Se evaluo la patogenicidad
de dos cepas de Beauveria bassiana (BbP 001 y BbP 002) y una de Metarhizium rileyi
(MrP 001) con el objetivo de seleccionar la mas patogenica sobre larvas del cuarto instar
de Diatraea grandiosella. Para determinar la patogenicidad de estas cepas, se empleo
una concentracion de 1x108 esporas mL! para lo cual se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con cuatro repeticiones, aplicando los tratamientos sobre trozos
de tallos de maiz de 5 cm de longitud para posteriormente colocarles una larva a cada
tallo (12 tallos y larvas por cada repeticion, en total 48 larvas por tratamiento). La
mortalidad se analizé mediante un ANOVA y una prueba de Tukey donde se observaron
diferencias significativas (a = 0,05) entre los tratamientos, en el cual se presenté un
porcentaje de mortalidad del 71%, 50%, 27% ocasionado por las cepas BbP 001, BbP
002, MrP 001 respectivamente. Se seleccionaron las cepas de B. bassiana para
determinar la concentracion letal 50 mediante un analisis PROBIT con el paquete
estadistico SAS 9.0, se evaluaron las concentraciones (conidios mL?) de 1x108, 1x107,
1x108, 4x108 y 7x108, la cepa mas patogénica fue la BbP 001 presentando una CL 50 de
1.8x107 y una CL 90 de 1.3x10°, mientras que la cepa BbP 002 fue menos patogénica
con una CL 50 de 7.2x108 y una CL90 de 4.5x10°. Con base en estos resultados se
concluy6 que existen hongos entomopatdégenos presentes en forma natural que infectan
a las larvas de D. grandioella que pueden ser aislados para emplearlos como fuente de

control biologico.
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2.2 ABSTRACT

Stem borers of the genus Diatraea are considered important pests in corn cultivation due
to the difficulty in managing them since they bore the stem of the plant and it is difficult to
witness their damage. Entomopathogenic fungi are an option for its management. The
pathogenicity of two strains of Beauveria bassiana (BbP 001 & BbP 002) and one of
Matharhizium rileyi (MrP 001) was evaluated to select the most virulent on the larvae of
the fourth instar of Diatraea grandiosella. To determine the pathogenicity of these strains,
a concentration of 1x108 spores mL* was used, for which a completely randomized
design with four repetitions was used, applying the treatments on pieces of corn stems 5
cm. long to subsequently placing a larva to each stem (12 stems and larvae for each
repetition, a total of 48 larvae per treatment). Mortality was analyzed by means of an
ANOVA and a Tukey test, where significant differences (a=0,05) were observed between
the treatments, in which a percentage of mortality of 71%, 50%, 27% and 8% caused by
the strains BbP 001, BbP 002, MrP 001 and the control, respectively, was presented. B
bassiana strains were selected to determine the median lethal dose through a PROBIT
analysis with the SAS 9.0 statistical package. Concentrations were evaluated (conidia
mL1) of 1x108, 1x107, 1x108, 4x108 and 7x108, the most pathogenic strain was BbP 001,
presenting an LC50 of 1.8x107 and an LC90 of 1.3x10°, while the BbP 002 strain had an
LC50 of 7.2x10% and an LC90 4.5x10°. Based on these results, it was concluded that
there are existing fungi naturally present that infect the D. Grandiosella larva that can be

isolated to use as a biological control source.
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2.3 INTRODUCCION

Los hongos entomopatdégenos constituyen un grupo con mas de 750 especies,
diseminados en el medio ambiente, provocando infecciones fungosas a poblaciones de
artropodos, por lo que tienen un gran potencial como agentes de control de plagas
(Toledo et al., 2021; Cardona y Giraldo, 2015), ya que practicamente todos los 6rdenes
de insectos son vulnerables a las enfermedades fungicas (Hernandez et al., 2012).
Muchas especies de hongos se utilizan actualmente como agentes de control biolégico
de plagas porque brindan una alternativa efectiva al uso de productos quimicos y son
amigables con el medio ambiente (Lovera et al., 2020) y en general son inofensivos para

el hombre, los animales y las plantas (Zeimmermann, 2007).

Los hongos entomopatdégenos son importantes enemigos naturales en poblaciones de
insectos en los agroecosistemas, los cuales tienen la capacidad de regular las plagas
(Motta-Delgado y Murcia-Ordofiez, 2011) muchos de los cuales se manifiestan con
frecuencia e intensidad en determinados cultivos y plagas, constituyendo lo que se
conoce como epizootias naturales (Moreno y Claro, 2010).

Los hongos fueron los primeros agentes bioldgicos en ser utilizados para el control de
plagas. Estos microorganismos infectan a los artrépodos directamente, a través de la
penetracion de la cuticula y ejercen multiples mecanismos de accién, confiriéndoles una
alta capacidad para evitar que el hospedero desarrolle resistencia (Mota-Delgado y
Murcia-Ordofiez, 2011).

Los géneros de mayor importancia son Metarhizium, Beauveria y Paecilomyces, ya que
atacan un alto rango de insectos plaga (Toledo et al., 2021, Cardona y Giraldo, 2015).
Para el caso de barrenadores del tallo (Diatraea spp.) los hongos que tienen un gran
potencial como agentes candidatos de control biolégico son Beauveria bassiana
(Balsamo-Criv.) Vuill.,, Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch, Metarhizium anisopliae
Metch. (Srikanth et al., 2011), Phaecilomyces fumosoroseus, Hirsutella sp.,
Cylindrocarpon sp., Isaria spp y Nomuraea rileyi (Hernandez-Velazquez et al., 2012 y
Vejar-Cota, 2016). Bajo ciertas condiciones climaticas, se ha informado que B. bassiana

causa epizootias naturales en D. grandiosella (Herndndez et al., 2012). Los hongos
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tienen algunas ventajas Unicas entre los entomopatdgenos ya que son capaces de
infectar al hospedero por contacto y adhesion de las esporas a las paredes bucales,
membranales, intersegmentales o a través de los espiraculos, por lo que la ingestion del
microorganismo es innecesaria (Carrillo-Rayas y Blanco-Labra, 2009). Los hongos son
los entomopatdgenos potencialmente mas versatiles ya que estos producen toxinas, lo
gue les provee de un potencial para dafar rapidamente. Sin embargo, usualmente son
patdgenos de accion lenta. Estos hongos infectan huevos, larvas, ninfas, pupas o adultos
y la infeccion puede ocurrir después de la germinacién de la espora dentro de los
intestinos del hospedero o en la superficie de la cuticula (Mantzoukas y Eliopoulos,
2020), la ruta mas comun de invasion del huésped es a través del tegumento externo,
aunque es posible la infeccidn a través del tracto digestivo. Los hongos producen esporas
qgue germinan y crecen en el cuerpo del insecto huésped provocando una infeccién que
se inicia cuando las esporas se adhieren al tegumento del insecto, donde comienza la
formacion del tubo germinativo y la excrecion de enzimas (Hernandez et al., 2012). Los
conidios se adhieren a la cuticula, germinan y penetran en ella (Inglis et al., 2012), la
penetracion se logra por la presion mecénica del apresorio, y por la accion degradante
de enzimas (Hernandez et al., 2012). La mayoria de los hongos entomopatdgenos, si no
todos, tienen ciclos de vida que se sincronizan con las etapas del huésped del insecto y
las condiciones ambientales (Shah y pell, 2003). La muerte del huésped a menudo se
debe a una combinacién de la accion de una toxina flngica, obstruccion fisica de la
circulacién de la hemolionfa, agotamiento de nutrientes e invasion de 6rganos (Inglis et
al., 2012) debido a la formacion de hifas fungicas que invaden tejidos y érganos dentro

del hemocele (Hernandez et al., 2012).

Los hongos tienen varias propiedades significativas, como alta reproductividad,
especificidad de objetivo, tiempo de generacion corto y una fase saprobia, lo cual
asegura que sobrevivan mas tiempo incluso en ausencia de un huésped (Hernandez et
al.,, 2012). El objetivo de este trabajo fue evaluar la patogenicidad de aislamientos
provenientes de larvas de Diatraea grandiosella colectadas en cultivos de maiz en el

estado de Guanajuato.
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2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Obtencion de los hongos entomopatogenos (HE)

Se emplearon tres HE, aislados de larvas del barrenador del tallo del maiz Diatraea
grandiosella recolectadas en campo en diferentes comunidades de Abasolo y Pénjamo,
Guanajuato, México. Los hongos aislados y utilizados en el presente estudio fueron las
cepas Metarhizium rileyi (MrP 001), Beaveria bassina (BbP 001) y B. bassiana (BbP 002).
Para el caso de MrP 001 se aisl6 de larvas de segundo instar recolectadas sobre
mazorca de maiz en la comunidad de las Pomas, Abasolo, Guanajuato ubicado en las
coordenadas N 20.3510166 y W -101.5851277. Para el caso de las cepas BbP 001 y
BbP 002, se aislaron de larvas de cuarto instar recolectadas del interior del tallo de maiz
en la comunidad de El Varal de Morales, Pénjamo, Guanajuato ubicado en las
coordenadas N 20.317955 y W -101.783519. Las larvas con presencia de HE que fueron
recolectadas en campo se colocaron en forma individual en vasos de plastico de una
onzay se llevaron al laboratorio de patologia de insectos del Colegio de Postgraduados,
donde se llevo a cabo el aislamiento.

2.4.2 Aislamiento de los HE

El aislamiento de los HE se realiz6 de forma directa a partir del cuerpo del insecto, para
lo cual se realizdé una desinfeccidn externa del insecto con hipoclorito de sodio al 0.5%
durante 3 minutos, enjuagandose con agua destilada estéril (3 veces), se pasaron los
insectos a una caja Petri con papel de filtro y 2 ml de agua destilada todo estéril, se selld
la caja Petri con parafilm y se dejé incubar por 7 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente se rasp6 el insecto esporulado con un asa bacteriolégica seca y estéril
dentro de la campana de flujo laminar y se colocé sobre la superficie del medio de cultivo;
para el caso de Beauveria se coloc6é en Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) y para el caso
de Metarhizium en Maltosa Agar Sabourand mas extracto de lavadura (SMAy) vy se

incubo durante 10 dias a una temperatura de 25 = 2 °C en completa oscuridad.
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2.4.3 Obtencion de cultivos monoesporicos

Con el asa de siembra se extrajeron esporas de una placa de los hongos aislados, se
sembraron en 10 ml de Tween 80 al 0.03% y se realizaron diluciones hasta obtener la
dilucién 10-2. Las placas con medio de cultivo se marcaron con unas lineas guia en forma
de W en el reverso de la placa con el fin de facilitar la lectura en el microscopio. Se tomd
una gota de la dilucién con un asa de siembra en aro y se depositd en el extremo superior
de la estria, arrastrando la gota por la estria dibujada, se incubaron durante 24 horas a
25 + 2 °C. Transcurridas las 24 horas, se ubicé una espora germinada, se corto el bloque
de agar con la espora y se llevo a una caja Petri con medio de cultivo SDA, se incubé a
25 = 2 °C por 10 dias y se seleccionaron los cultivos monoesporicos. De los cultivos
monosporicos se sembraron 10 cajas Petri de cada uno, para el caso de Beauveria se
utilizé el SDA como medio de cultivo y para el caso de Metarhizium el Sabouraud Maltosa
Agar y extracto de Levadura (SMAy) para la obtencion de la concentracion deseada para

realizar los tratamientos.
2.4.4 Tratamientos

Los tratamientos empleados fueron: Metarhizim rileyi (MrP 001), Beauveria bassiana
(BbP 001), Beauveria bassiana (BbP 002) y un testigo (Cuadro 1). Se utiliz6 una
concentracion de 1 x 108 esporas mL! en cada tratamiento. Se recolectaron larvas en
campo en la comunidad de Providencia de Morales del municipio de Pénjamo,
Guanajuato, las cuales se mantuvieron en el laboratorio con dieta natural a base de
trozos de tallo de maiz verde de 5 cm de longitud (desinfectados con alcohol 70% durante
2 minutos, agua clorada al 5% durante 5 minutos y agua destilada durante 2 minutos tres
veces), durante tres semanas para asegurar que las larvas a utilizarse en los
tratamientos fueran larvas sanas del cuarto instar. Para la aplicacion de los tratamientos,
se rasparon 10 cajas Petri que contenian los hongos que se reprodujeron de los cultivos
monosporicos y se preparé una diluciéon de 1 x 108 esporas mL? para lo cual se
emplearon 200 ml de esta diluciéon donde fueron sumergidos 12 trozos de tallo de maiz
de la etapa fenoldgica de floracion durante 10 segundos, se colocaron en forma individual
en vasos de plastico transparente del nUmero 7 a los cuales se les colocé una larva y se

dejaron a temperatura ambiente durante una semana, posteriormente se revisaron las
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larvas y al mismo tiempo se les cambi6 el alimento el cual consisti6 nuevamente de
trozos de tallo de maiz desinfectados pero ya sin tratamiento. Se dejaron otras dos
semanas y se realizé otro conteo de larvas muertas y esporuladas.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados en prueba de patogenicidad de hongos entomopatdégenos
sobre larvas de D. grandiosella.

Tratamiento Cepa Aislado de: Colectada en:

1. B. bassiana BbP 001 Larva de D. grandiosella | Interior de tallo de
4° instar maiz

2. B. bassiana BbP 002 Larva de D. grandiosella | Interior de tallo de
4° instar maiz

3. Metarhizium rileyi | MrP 001 Larva de D. grandiosella | Mazorca de maiz
2° instar

4. Testigo | -eem e e

2.4.5 Porcentaje de germinacion

Para determinar el porcentaje de germinacion, se marcaron 3 circulos de 1 cm de
didmetro en la parte de debajo de una caja Petri con medio nutritivo SDA y SMAy para
las Beauverias y Metarhizium respectivamente por cada hongo entomopatogeno donde
se sembraron 10 pl de la concentracién 10° conidias mL™ por cada circulo marcado,
dejandose en incubacién a 25°C por 16 horas, transcurridas las 16 horas se observaron
las conidias al microscopio contando 100 en cada circulo marcado anteriormente,
calculando de esta forma el porcentaje de germinacién mediante la formula: % G = (N°
conidias germinadas / N° total de conidias) x 100.

2.4.6 Bioensayo de patogenicidad de Beauveria bassiana

Para determinar la concentracion letal mediana (CL 50), se tomaron en cuenta las cepas
de B. bassiana BbP 001 y BbP 002 las cuales fueron las que ocasionaron el mayor
porcentaje de mortalidad en las larvas en las pruebas de patogenicidad. Se evalué una
serie de concentraciones preparadas por dilucién a partir de la solucién madre (3x10° en

ambas cepas). Se emplearon 5 dosis (conidias mL™) diferentes de cada hongo, 1x106,
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1x107, 1x108, 4x108y 7x108, las cuales se aplicaron en forma Per os (Toledo et al., 2021),
a trozos de tallo de maiz en etapa de floracion de 5 cm de longitud (desinfectados en
alcohol 70% durante 2 minutos, agua clorada durante 5 minutos, tres enjuagadas en
agua destilada estéril durante 2 minutos cada una y secados en papel toalla estéril). Se
comprobd la desinfeccion colocando 10 pL del agua del dltimo lavado en tres circulos de
1 cm en una caja Petri con solucion nutritiva SDA para verificar que no crecieran
microorganismos en estas. Los trozos de tallo se sumergieron durante 10 segundos en
una dilucion de 200 mL de cada concentracion del inoculo, los cuales se colocaron en
forma individual en vasos de plastico transparente del numero 7. Se utilizaron 48 larvas
por cada dosis aplicada colocando una larva por vaso por trozo de tallo, para lo cual se
emplearon 4 repeticiones de 12 larvas cada una. Los trozos de alimento fueron dejados
a temperatura ambiente durante 2 semanas, tiempo en el cual fue cambiado
colocandoles otro trozo de tallo de maiz desinfectados como se menciono anteriormente
pero ya sin tratamiento. El conteo final de larvas muertas se hiso a los 21 dias después

del tratamiento.

El disefio experimental fue completamente al azar y se utilizaron 48 insectos por
tratamiento, el cual incluy6é cuatro repeticiones de 12 larvas cada uno. Los datos se
analizaron mediante un analisis PROBIT usando el programa estadistico SAS System
9.0.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION
2.5.1 Patogenicidad de hongos entomopatégenos

En cuanto a la evaluacion de la mortalidad ocasionada por la aplicacion de los diferentes
tratamientos en larvas de D. grandiosella, se observaron diferencias significativas
(a=0,05) (Cuadro 2), donde se presentd un porcentaje de mortalidad del 71%, 50%, 27%
y 8% ocasionado por las cepas BbP 001, BbP 002, MrP 001 y el testigo respectivamente
(Figura 1). Vejar-Cota (2016) document6 una mortalidad de larvas de D. considerata en
cafa de azucar causada por cepas nativas del estado de Sinaloa de B. bassiana que va
del 58.2 al 98.8% y de M. anisopliae del 98.2%. Por otra parte, Diaz y Lecuona (1995)
evaluaron 30 cepas de B. bassiana aisladas de D. sacharalis, observando una mortalidad
de larvas de la misma especie de barrenador que va del 30 al 96% de las cuales solo 6
provocaron una mortalidad igual o mayor al 80%. Los hongos entomopatogenos B.
bassiana y M. anisopliae han mostrado un control eficiente sobre diferentes especies de
barrenadores, (Lagaspi et al., 2000). En otro estudio realizado por Zufiga-Oviedo et al.,
(2016) con diferentes bacterias y hongos entomopatdgenos (B. bassiana y M. anisopliae)
reportaron una mortalidad del 100% con los productos quimicos mientras que con los
hongos B. bassiana la mortalidad oscilo entre el 55 y el 70% y con M. anisoplie la
mortalidad fue del 31% empleando una concentracion de ambos entomopatdgenos de
2x1068.
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Cuadro 2. Patogenicidad de tres aislamientos de hongos entomopatdgenos aislados de larvas
de D. grandiosella sobre larvas de esta misma especie a los 21 dias después de la aplicacion de
los tratamientos.

Cepa % de mortalidad
B. bassiana (BbP 001) 71 a*

B. bassiana (BbP 002) 50 ab

M. rileyi 27 bc

Testigo 08 c

* Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0,05).

80
70
60
50
40
30
20

10

Testigo M. rileyi B. bassiana (BbP 001)  B. bassiana (BbP 002)

Figura 5. % de mortalidad de larvas de D. grandiosella causada por la aplicacién de diferentes
hongos entomopatégenos a los 21 dias después de la aplicacion.

2.5.2 Concentracién letal medianay 90.

La cepa mas patogénica fue la BbP 001 presentando una CL 50 de 1.8x10” y una CL 90
de 1.3x10°, mientras que la cepa BbP 002 la CL 50 fue de 7.2x108 y una CL90 de 4.5x10°
(Cuadro 3).
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Cuadro 3. CL50 y CL90 de dos cepas de B. bassiana sobre larvas de D. grandiosella

Cepa CL50 Limites fiduciales 95% | CL90 Limites fiduciales 95%
BbP 001 1.8x107 | 8.9x106 — 3.2x10’ 1.3x10° | 5.3x108 — 4.8x10°
BbP 002 7.2x107 | 4x107 — 1.3x108 4.5x10° | 1.7x10° - 2.2x10%0°

Zuiiiga et al., (2016) realizaron un estudio en el cual emplearon diferentes hongos y
bacterias entomopatdégenos, donde observaron que la dosis requerida de una cepa de
B. basiana (Bb-HN1) requeria una concentracion de esporas de 1.6x108 y 1.2x108 para
ocasionar la muerte del 50% y del 90% respectivamente de larvas de D. sacharalis.

Por otro lado, Wenzel et al., (2006) observaron que la mortalidad a concentraciones de
5x107,1x 108y 5 x 108 conidios mL™ fue estadisticamente igual y alcanzé valores entre
65 y 89%. La CL 50 determinada para el dia 6 fue de 1,58 x 107 conidios mL™. Los
autores encontraron que la CL50 para la etapa prepupal fue de 1,27 x 10° conidios mL™.
También en este trabajo se evaluaron concentraciones de 5,5 x 10% a 5,5 x 108 conidios
mLy los valores de mortalidad obtenidos oscilaron entre 40 y 97,5 % de menor a mayor
concentracion, observados nueve dias después de la inoculacion del hongo.

Alves et al., (2002) mencionan que en bioensayos realizados donde emplearon cepas de
B. bassiana en levadura y en conidios, la mortalidad aument6 con el tiempo y con las
dosis, independientemente de la estructura (células levaduriformes o conidios), donde
las mortalidades en los tratamientos con 107y 108 células mL™! fueron significativamente

mas altas que la mortalidad de testigo después de 15 dias.
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2.6 CONCLUSIONES

Las cepas del hongo entomopatdégeno B. bassiana que fueron empleadas en esta
investigacion, representan una buena opcion para emplearse en programas de control
biologico de D. grandiosella ya que la evaluacion de la patogenisidad mostro buenos
resultados, causando un mayor porcentaje de mortalidad en comparacién con M. rileyi

de larvas del cuarto instar de ésta palga.

Las dosis requeridas de B. bassiana de las cepas BbP 001 y BbP 002 para lograr el 50%
de mortalidad de larvas de D. grandiosella es de 1.8107 y 7.2x107 respectivamente.

Las dosis requeridas de B. bassiana de las cepas BbP 001 y BbP 002 para lograr el 90%
de mortalidad de larvas de D. grandiosella es de 1.310° y 4.5x10°%respectivamente.

De acuerdo a lo anterior podemos mencionar que éxiste una diversidad de hongos
entomopatdégenos con diferentes grados de patogenicidad, los cuales deben ser
seleccionados para elegir aquellos que presenten las mejores caracteristicas para crear

cepas que nos permitan tener el mayor éxito posible en el control de plagas.
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CAPITULO lIl. COMPORTAMIENTO ENDOFITO DE HONGOS
ENTOMOPATOGENOS SOBRE PLANTAS DE MAIZ (Zea mays L.)

3.1 RESUMEN

Muchas especies de hongos entomopatdégenos pueden colonizar los tejidos de las
plantas, por lo que podrian ser la alternativa mas viable para el control de los
barrenadores del tallo en estado larval en el interior de las plantas. Se traté semilla de
maiz hibrido Berrendo de Asgrow® con una dilucién flngica de 1X108 conidios mL* de
tres cepas de Beauveria bassiana (Bb 88, BB 53 y 30M) y tres cepas de Metarhizium
anisopliae (Ma 129, MGC Nat y 140 M). Se cultivaron las plantas de maiz a partir de la
semilla tratada con los hogos mencionados, se cosecharon en la etapa fenolégica V4 y
se tomaron muestras de raiz, tallo y hoja para evaluar la colonizacion de los hongos. Se
revisaron las muestras cada 2 dias para observar el crecimiento de otros patégenos
asociados con los 6rganos de las plantas. Se observé que solamente las tres cepas de
B. bassiana colonizaron los tejidos de hoja y el tallo de la planta de maiz, no se observo
colonizacion en las raices por ninguna de las cepas fangicas. Nuestro estudio sirve de
base para determinar la capacidad de los hongos entomopatogenos de colonizar los
tejidos de la planta de maiz y de esta forma hacer llegar el hongo al interior de la planta
para contrarestar el dafio ocacionado por los barrenadores del tallo ya que estos no
pueden ser alcanzador por los productos quimicos que son utilizados para su control.
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3.2 ABSTRACT

Many species of entomopathogenic fungi can colonize plant tissues, so they could be the
most viable alternative for the control of stem borers in the larval stage inside plants.
Maize seed was treated with a fungal dilution of 1X108 conidia mL-1 of three strains of
Beauveria bassiana (Bb 88, BB 53, and 30M) and three strains of Metarhizium anisopliae
(Ma 129, MGC Nat, and 140 M), maize plants were grown from seed treated with the
aforementioned fungi, maize plants were harvested at phenological stage V4 and root,
stem and leaf samples were taken to evaluate fungal colonization. Samples were
individually sterilized, cut into multiple sections, and incubated for 24 days in 9 cm
diameter Petri dishes with Destrosa Sabourand Agar culture medium. Samples were
checked every 2 days for the growth of other pathogens associated with plant organs. It
was observed that only B. bassiana strains colonized the leaf tissues and stem of the
maize plant. No colonization was observed in the roots by any of the fungal strains. Our
study serves as a basis to determine the ability of entomopathogenic fungi to colonize
corn plant tissues and thus reach the fungus inside the plant to counteract the damage
caused by stalk borers since they cannot be reached by the chemical products used to

control them.
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3.3 INTRODUCCION

Las plantas superiores proporcionan habitats complejos donde pueden albergar multiples
especies de microorganismos, predominando los hongos y bacterias, pudiendo colonizar
cualquier parte de la planta sin causar sintomas de enfermedad visibles (Stone et al.,
2004; Russo et al., 2019; Jaber y Ownley, 2018)

Una de las caracteristicas mas notables de los hongos entomopatégenos es su
diversidad en la especificidad del huésped, que va desde muy estrecha para los
patdgenos obligados hasta muy amplia para los mas facultativos, de esta manera, varios
de los géneros de entomopatdgenos fungicos con amplios rangos de huéspedes son
endofitos (Wraight et al., 2007).

Los microorganismos endofitos pueden o no crecer en medios de cultivo, es decir, ser o
no cultivados, y habitar el interior de los tejidos y 6rganos de la planta sin causar dafio a
su huésped y sin producir estructuras que emerjan del exterior de la planta (Sun y Guo,
2012).

Los hongos entomopatdgenos endofitos juegan un importante papel en la proteccion de
las plantas contra plagas y enfermedades, estos podrian ser la alternativa mas apropiada
para el control de plagas en estado larval en el interior de la planta (Gavira et al., 2020).

Existe evidencia que muchas especies de hongos entomopatégenos pueden colonizar
los tejidos de ciertas plantas (Mantzoukas y Eliopoulos, 2020). Aunque solo unas pocas
especies de hongos entomopatdégenos se han reportado como enddfitos naturales, ha
habido muchos intentos exitosos de introducirlos artificialmente en las plantas usando
diferentes técnicas de inoculacion como aspersion foliar, inmersion de raices, inyeccion

de tallos o empapando el suelo (Russo et al., 2019).

Varios estudios han mostrado que los hongos enddfitos pueden causar efectos
perjudiciales razonables sobre los insectos que se alimentan de plantas que albergan
estos tipos de hongos (Vidal y Jaber, 2015). Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin es
el hongo endofito entomopatdogeno mas estudiado (Gavira et al., 2020; Parsa et al.,
2013), éste ha sido reportado como enddfito en maiz (Vega et al., 2008) donde ha sido
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inoculado para el control de Ostrinia nubilalis (HUibner), y en otros cultivos como palma
aceitera, en café, cocoa y banano, para el control de barrenadores (Gavira et al., 2020).
Recientemente varios géneros de hongos entomopatdgenos se han aislado como
endofitos naturales de varios tejidos de la planta del café en varios paises, estos hongos
incluyen a los géneros Acremonium, Cladosporium, Clonostachys y Paecilomyces (Jaber
y Ownley, 2018). El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto dendofitico de B.
bassiana y Metarhizium anisopliae en el cultivo de maiz mediante los métodos de

inoculacion de tratamiento a la semilla.
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3.4 MATERIALES Y METODOS
3.4.1 Comportamiento endofito sobre planta de maiz

Cultivos fungicos. En este ensayo se utilizaron tres cepas de Beauveria bassiana (Bb
88, BB 53 y 30 M) y tres cepas de Metarhizium anisopliae (Ma 129, MGC Nat y 140 M)
pertenecientes a la coleccion de patologia de insectos del Posgrado de Entomologia y
Acarologia del Colegio de Postgraduados. Para su reactivacion, se preparo una dilucion
de cada cepa en tubos viales de 1.5 mL, tomando 1 pL de la dilucion madre conservada
en ultra congelador a -20°C ésta se diluyé en 999 uL de Tween 80 al 0.03%, mezclandola
con un Bortex durante 1 minuto, de ésta dilucién se tomaron 10 pL, se colocaron en
cajas de Petri con medio de cultivo Sabourand Dextrosa Agar (SDA) y con una espétula
Drigalski se distribuy6 en la superficie del medio de cultivo; se pusieron a incubar a
25+2°C en total obscuridad durante 10 dias para propiciar su esporulacion. Para la
obtencidn del inoculo, se rasparon cinco cajas Petri que contenian los hongos que fueron
cultivados y se colocé el inoculo en tubos Falcon con 30 mL de Tween 80 al 0.03%, se
agitaron en el bortex durante un minuto, se filtraron con una gasa estéril para eliminar los

restos de micelio, colocando la dilucion obtenida en matraces Erlenmeyer de 250 ml.

Preparacioén del inoculo. De la dilucién obtenida (dilucion madre) se tomé una alicuota
de 10 pyL de cada una de las diluciones madre y se coloco en camara de Neubauer en la
que se realiz6 el conteo de esporas obteniendo de esta manera la concentracion inicial
(Ci). Para obtener la concentracion final deseada (1 x 108 conidios mL?), se ajustd

mediante la férmula: Vi x Ci = Vf x Cf.

Una vez obtenida la dilucién deseada de 1 x 108 conidios mL-! se procedié a preparar la
semilla de maiz para ser inoculada. La semilla de maiz que se utilizé fue el hibrido
Berrendo de Asgrow®, la cual fue preparada dentro de la campana de flujo laminar de la

siguiente manera:
1. Se lavo la semilla en agua corriente hasta eliminar el tratamiento quimico.

2. Se dejo secar sobre papel tolla.
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3. Se desinfectd la semilla sumergiéndola durante 2 minutos en alcohol 70%,
enseguida se paso a una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 3% durante
5 minutos, se enjuago tres veces en agua destilada estéril durante 2 minutos y se
dej6 secar en papel toalla estéril.

Para verificar la desinfeccion de la semilla se tomaron tres muestras de 10 pyL cada una
y se colocaron en tres puntos de una caja de Petri con medio de cultivo SDA para

observar que no hubiera crecimiento de microorganismos no deseados.

La inoculacion de la semilla se realiz6 mediante el método de inmersion, la cual consistio
en preparar una dilucién de 30 ml que contenia 1 x 108 conidios mL* en la cual fue
sumergida la semilla durante 24 horas previo a la siembra. Para la siembra se us6 como
sustrato Peat Moss Turba de sphagnum OMRI, el cual fue esterilizado en autoclave a
120°C durante 45 minutos, se utilizaron bolsas negras para cultivo de 25 x 25 cm a las
cuales se les colocé 1,300 gr de sustrato humedo y se sembré la semilla, se dej6 crecer
hasta la etapa vegetativa V4, se extrajo la planta completa de la maseta y se lavo con
agua del grifo para quitar los restos de sustrato, posteriormente se tomo un trozo de raiz,
tallo y hoja de aproximadamente 5 cm cada uno; los trozos se colocaron individualmente
en bolsas de papel estraza de 1/8 y se llevaron a la campana de flujo laminar donde se
desinfectaron de la misma forma como se desinfectdé la semilla, posteriormente se
cortaron trocitos de 3 mm, cubitos de 3x3x3 mm y cuadros de 5x5 mm de raiz, tallo y
hoja respectivamente. Se colocaron los trozos de cada 6rgano vegetal (raiz, tallo y hoja)
en dos cajas de Petri con medio de cultivo SDA (seis en cada caja), se sellaron con
parafilm y se llevaron a incubacion a 25+2°C. Se revisaron cada 48 horas durante 15

dias para contar el nUmero de 6rganos que presentaban crecimientos fingicos.
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3.5 RESULTADOS Y DISCUSION
3.5.1 Comportamiento endofito sobre planta de maiz

Se observo el efecto endofito de las cepas de Beauveria segun el color del micelio, las
cuales fueron las Unicas que tuvieron este comportamiento, colonizando hoja y tallo
(Cuadro 4). Respecto a hoja, la cepa BB 53 coloniz6 al 25% de los trozos, mientras que,
en tallo las cepas Bb 88, 30M y BB 53 se manifestaron en un 10.4, 2.1 y 4.2%
respectivamente. Se observo el crecimiento de bacterias, manifestandose en las raices
y tallos en todos los casos, asi como el crecimiento de Trichoderma sp. y Penicillum sp
(Cuadro 4).

Probablemente el desarrollo de bacteria, Trhichoderma y Penicillim inhibieron el
crecimiento de los hongos entomopatdégenos, por lo que se recomienda repetir este
estudio agregando un antibiético para evitar el crecimiento de bacterias, ademas de
utilizar otro tipo de sustrato, ya que el Peat moss por su origen contiene altas cantidades
de microorganismos como el hongo Trichoderma y el tiempo de esterilizacidbn no es
suficiente para eliminarlo en su totalidad.

Cuadro 4. Manifestacion endofitica de hongos entomopatégenos y otros patdgenos sobre hoja,
raiz y tallo de maiz 24 dias después del tratamiento.

Cepa Endofitismo (%) Bacterias (%) Otros hongos (%) *
Hoja Raiz Tallo Hoja Raiz Tallo Hoja Raiz Tallo

Bb 88 0.0 0.0 104 0.0 50.0 8.3 0.00 35.4 21
30M 0.0 0.0 2.1 0.0 39.6 20.8 0.00 45.8 4.2
BB53 25.0 0.0 4.2 0.0 33.3 18.7 0.00 45.8 2.1
140 M 0.0 0.0 0.0 0.0 39.6 8.3 0.00 37.5 0.0
Ma 129 0.0 0.0 0.0 0.0 354 16.7 0.00 31.2 6.2
MGC Nat 0.0 0.0 0.0 8.3 31.2 6.2 0.00 62.5 18.7
Testigo 0.0 0.0 0.0 0.0 45.8 125 0.00 52.1 0.0

*Penicillium, Trichoderma y Fusarium
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En un estudio realizado por Posadas et al., (2007) donde evaluaron el efecto endofitico
de Beauveria bassiana sobre plantas de café, documentan el aislamiento de Penicillium
citrinum Trichoderma sp y Fusarium oxysporum, lo cual coincide con lo reportado en el

presente trabajo.

La mayoria de los hongos entomopatogenos se han usado con el fin de controlar las
plagas a través del método de inundacion. Sin embargo, debido a que varias especies
de hongos ocurren naturalmente en diferentes especies de plantas y pueden colonizar
los tejidos de estas, es importante tratar de introducirlos artificialmente por medio de
diferentes técnicas de inoculacion como puede ser por medio de aspersion foliar,
inmersion de raices, inyeccion de tallos o empapando el suelo (Russo et al., 2019)

Mantzoukas y Eliopoulos (2020), mencionan que B. bassiana coloniza numerosos
cultivos, como maiz, trigo, algodon, tomate, vid, sorgo Yy citricos, los cuales reducen las

infestaciones de plagas, principalmente de larvas.

En un estudio realizado por Gavira et al., (2020), donde inocularon plantas germinadas
a partir de semilla de coco, por los métodos de aspersion, inyeccion al tallo y en drench
al sustrato, documentan que los tres métodos de inoculacién fueron efectivos para la
colonizacion endodfita de B. bassiana y M. anisopliae. La inoculacién por aspersion mostro
mayor colonizacion en hojas que en peciolos, tallo y raiz; mientras que la inoculacién por
inyeccién de tallo la colonizacion fue mayor en el tallo que en raices, sin llegarse a
manifestar en hojas y peciolos; por ultimo, la inoculacion en drench fue més efectiva en

las raices.

En otra investigacién realizada por Ruso et al., (2015), menciona que B. bassiana se
inoculé exitosamente como enddfito en plantas de maiz, tabaco, trigo y soya, mediante
aspersion foliar, inoculacion de semilla y por inmersion de raiz. En maiz, la mayor
recuperacion de los hogos enddfitos fue cuando se empled el método de inoculacion por
tratamiento a la semilla, mientras que en café la mayor recuperacion ocurrié con el
método de inyeccion directa a la planta y en banano fue sumergiendo plantas en

concentraciones de conidios.

45



3.6 CONCLUSIONES

Las cepas de B. bassiana fueron las Unicas que mostraron comportamiento enddfito,

colonizando hojas y tallo de maiz 24 dias después de la inoculacion.

Dado que ademas de los hongos entomopatégenos con los que fueron inoculadas las
semillas de maiz, se manifestaron también bacterias y otros hongos, en experimentos
futuros debe considerarse el uso de algin antibiético que inhiba el crecimiento de
bacterias, ademas considerar el aumento en el tiempo de esterilizacion del sustrato o en

su defecto utilizar un sustrato que facilite su esterilizacion.

Es necesario realizar mas experimentos para determinar si las plantas inoculadas tienen

algun efecto sobre las larvas de D. grandiosella.
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CONCLUSIONES GENERALES

La especie de barrenadores del tallo que ataca al cultivo de maiz en el estado de
Guanajuato, corresponde a Diatraea grandiosella. La corroboracion de los individuos de
esta especie recolecta de larvas en diferentes comunidades y municipios fue mediante
la identificacion morfolégica por medio de la comparacion de los genitales masculinos de
los adultos, asi como por medio de la técnica molecular a través de la secuenciacion de

la enzima citocromo c oxidasa (COIl) del ADN mitocondrial.

Se detectd la presencia de enemigos naturales como Digonogastra kimballi
(Hymenoptera: Braconidae), Chrysoexorista lineata (Diptera: Tachiniidae), Enoclerus
bombicinus (Coleoptera: Cleridae) y los hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana y
Metharizim rileyi regulando naturalmente a ésta plaga, en este sentido, dado que el
control quimico no ha sido efectivo para el control de ésta plaga se sugiere dejar de
aplicar insecticidas para de esta manera permitir el incremento de los enemigos naturales

gue regulan la poblacion de dicha plaga.

Existen hongos entomopatdégenos que colonizan los tejidos de las plantas
comportandose como enddfitos, en este caso B. bassiana tuvo ese comportamiento,
siendo capaz de colonizar hoja y tallo del maiz. Dado que los resultados no fueron
contundentes, se sugiere repetir este ensayo sustituyendo al Peat moss como sustrato

e incrementar los tiempos de esterilizacién.
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