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RESUMEN. Los insectos descortezadores son la principal plaga de los bosques de coniferas, provocando
mayor dafio especialmente al género Pinus. El objetivo de esta investigacion fue comenzar la
caracterizacion taxonémica y molecular de cepas nativas de Trichoderma y determinar su efectividad para
el control de descortezadores en condiciones de laboratorio. Se realizaron recorridos en la Sierra Gorda de
Querétaro, en Pinalito de la Cruz. Recolectd corteza con insectos atacados por hongos, la identificacion
de hongos se realizd con claves taxonémicas y técnicas moleculares. Se establecio un experimento con
cinco tratamientos (Cepa T01, T02, T03, T04 y agua), la efectividad de las cepas fue evaluada mediante
el porcentaje de insectos muertos. Se realizaron comparaciones multiples de medias con la prueba de
Tukey. Los aislamientos fueron caracterizados dentro del género Trichoderma. El andlisis estadistico
mostroé que la cepa TO1 fue el mejor tratamiento, ya que causo el 100% de mortalidad de los insectos.
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Characterization and effectiveness of Trichoderma spp. on pine bark beetles

ABSTRACT. The bark beetles are a major pest of conifers forests, causing major damage especially to
the genus Pinus.The objective of this research was to begin taxonomic and molecular characterization of
native strains of Trichoderma and determine their effectiveness for controlling bark beetles in laboratory
conditions. Field work was conducted in Queretaro in the municipality of Pinalito de la Cruz. Bark with
fungal attacked insects was collected, the fungi identification was performed using molecular techniques
and taxonomic keys. An experiment with 5 treatments (TO01-t04 and water) was established. the
effectiveness of the strains was assessed by the percentage of dead insects. multiple comparisons of
means with Tukey's test were performed. The isolates were characterized in the genus Trichoderma.
Statistical analysis showed that the best treatment was the T01 strain, because it caused 100% mortality of
insects.
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INTRODUCCION

Los bosques de pino en México son atacados por un grupo de insectos plaga llamados
descortezadores entre los que destaca el género Dendroctonus spp. que son pequefios escarabajos
que habitan el interior de la corteza de ciertas especies de arboles donde se alimentan del floema
y del cambium vascular al mismo tiempo que se reproducen (Pérez-Vera et al., 2009). Estos
insectos han evolucionado principalmente en los bosques de coniferas de México y Norteamérica
donde cada una de las especies es hospedero de por lo menos una especie, a pesar de su tamafio
son capaces de matar a sus hospedantes (Sturgeon y Mitton, 1982, Wood; 1982; Wood, 1985).
Durante 2012 y 2013 la actividad de insectos descortezadores se ha incrementado en varios
estados de la Republica Mexicana, entre ellos Querétaro en donde las especies con mayor
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actividad son D. mexicanus y D. frontalis. En México, el control de estos insectos esté regulado
por la Norma Oficial Mexicana NOM-019-SEMARNAT-2006, que establece medidas de control
mecanico y quimico (SEMARNAT, 2008). Sin embargo, el uso de insecticidas en los bosques
causa controversia y la sociedad civil demanda medidas alternas de control que sean amigables
con el ambiente, sobre todo para areas cuyo objetivo es la conservacién de la biodiversidad, por
lo que se ha implementado el control bioldgico, que en la practica busca la destruccién total o
parcial de patdgenos e insectos plaga mediante el uso de sus enemigos naturales (Téllez-Jurado.,
et al 2009).

Dentro del contexto del manejo integrado de plagas (MIP), una de las alternativas es usar
insecticidas de naturaleza bioldgica. Existen numerosos reportes sobre la utilizacion de
microorganismos entomopatogenos, como son los hongos que tienen un gran potencial como
agentes controladores, porque son capaces de producir enfermedad y muerte de los insectos
(Motta-Delgado y Murcia-Ordofiez, 2011). Tienen mecanismos de invasion unicos que les
permiten atravesar de forma directa la cuticula o la pared del tracto digestivo de los insectos, lo
que los hace excelentes agentes de control biolégico actuando como insecticidas de contacto
(Charnley y Collins, 2007).

En la actualidad ya existe un avance notable en el conocimiento del efecto y el uso de
entomopatogenos, incluso existen productos comerciales formulados para algunas de las
principales plagas agricolas (Faria y Wraight, 2007); sin embargo, para insectos descortezadores
esta linea de investigacion ha sido poco estudiada. Por lo anterior, la finalidad de la presente
investigacion fue comenzar la caracterizacion taxondmica y molecular de cepas nativas de
Trichoderma spp. y determinar su efectividad para el control de descortezadores en condiciones
de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Identificacion y caracterizacion de Trichoderma spp. Con el propoésito de detectar
arboles de pino (Pinus greggii Englem) atacados por descortezadores, se realizaron recorridos en
el 2014 en la Sierra Gorda de Queretaro, en el ejido Pinalito de la Cruz perteneciente al
municipio de Landa de Matamoros. Se recolectd corteza con insectos atacados por hongos. El
material se traslado al Laboratorio de Sanidad Forestal del CENID-COMEF- INIFAP para su
procesamiento. Los insectos con presencia de micelio se desinfestaron con hipoclorito de sodio
al 1%, lavados con agua destilada esteril y sembrados en medio de cultivo PDA e incubados a 28
°C. La identificacion morfoldgica de hongos se realiz6 con claves taxonémicas (Humber, 1997,
Barnett y Hunter, 1999).

La caracterizacion molecular se llevo acabo usando el par de primers BR1 y BR2 que es
especifico para el género Trichoderma (Rubio et al. (2005). La amplificacién se realiz6 con un
termociclador T100 con las condiciones reportadas por Rubio et al. (2005).

Evaluacion de la efectividad de Trichoderma spp sobre descortezador. Se evaluo la
mortalidad de los descortezadores, para lo cual establecid un experimento en condiciones de
laboratorio, el cual consto de los siguientes tratamientos: Cepa T01, T02, T03, T04 y el testigo
(agua destilada estéril), cuatro trozas por tratamiento (cada troza correspondid a una repeticion).
La efectividad de las cepas se estimo mediante el porcentaje de insectos muertos.

Para comparar las medias de los tratamientos se utiliz6 un ANOVA de una sola via
(STATISTICA ver. 8). La ANOVA fue significativa, por lo tanto se realizO comparaciones
multiples de medias con la prueba de Tukey.
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Se realizd la produccion de conidias de las cepas antes mencionadas. Se utilizaron trozas
de 18 cm de diametro y 50 cm de longitud infestadas por descortezadores. El inoculo se prepar6
disolviendo las esporas del hongo en 500 ml de agua destilada estéril y se agregd como
coadyuvante 10 ml de aceite mineral, cada cepa se prepar0 a una concentracion de
1X107 conidias/ml ; la aplicacién se realizé con un aspersor manual, posteriormente las trozas
fueron colocadas en bolsas de Polietileno de baja densidad color negro e incubados a una
temperatura de 26 = 1 °C, humedad relativa de 33 + 1 % y un fotoperiodo 12:12 h. El testigo fue
asperjado con agua destilada estéril. Los escarabajos se recolectaron cada se mana de las trozas
tratadas durante un mes, se sembraron en medio PDA para confirmar que la causa de su
mortalidad fue por los hongos aplicados y de esta forma cumplir con los postulados de Koch
(Volsy, 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion y caracterizacion de Trichoderma spp. Se obtuvieron cuatro
aislamientos de hongos a partir de los cuerpos de los descortezadores y mediante caracteristicas
morfoldgicas las cuatro cepas fueron caracterizadas dentro del género Trichoderma Persoon; por
presentar conidioforos hialinos, blanquecinos, no verticilados, fidlides simples o en grupos,
conidias hialinas, unicelulares ovoides
que Yyacen en pequefios racimos
terminales, estos resultados
concuerdan con lo descrito por
Chéavez (2006), Humber (1997) y
Barnett y Hunter (1999). Las cepas
presentaron diferencias en crecimiento
y color en medio PDA (Fig. 1 A, B, C,
D).

Los estudios  moleculares
indicaron que la banda del producto
de PCR de los cuatro aislados fue de
un peso aproximado de 832 Pb con los
primers BR1 y BR2, lo cual coincide
con lo reportado por Rubio et al.
(2005) (Fig. 2), confirmando que las
cuatro cepas aisladas a partir de los
cuerpos de  descortezadores
correspondieron al género
Trichoderma Persoon.

Figura 1. Cepas de Trichoderma spp en medio PDA. A. TO01,
B. T02, C. T03, D. T04
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Figura 2. Amplificacion del producto de aproximadamente 832 Pb de Trichoderma. Linea 1, testigo negativo (agua
libre de nucleasas), Linea 2 a la 5, cuatro cepas de Trichoderma aisladas de descortezadores., M, Marcador
molecular (I1zquierda 1 Kb y derechal00 Pb).

Evaluacion de la efectividad de Trichoderma spp sobre descortezadores

Con respecto al analisis estadistico se observd que la mortalidad causada por la cepa T01
fue significativamente mayor al tratamiento control, mientras que no se observaron diferencias
entre las medias de las cepa T02, TO3 y T04, con base en los resultados de la prueba de Tukey

(Fig. 3).
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Figura 3. Efecto de las cepas ae Iricnooerma sp sopre Ia mortaigaa promeaio ae insectos descortezadores bajo

cinco tratamientos. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P < 0.05) con base la prueba de Tukey

Por otra parte los escarabajos que fueron extraidos de las trozas y sembrados en PDA,
mostraron crecimiento fungico y se corrobord que la causa de la muerte fue por la acciéon de
Trichoderma, ya que se obtuvo el aislado original de las cepas aplicadas. Se observo que la
mortalidad de los adultos se presentd a partir de los ocho dias después de la aplicacion de los
tratamientos (Fig. 2 A y B). En la figura 2 se aprecian estructuras fangicas en los escarabajos
tratados con las cepas TO1 y T04, debido a que los hongos entomopatdgenos, a diferencia de
otros agentes, no necesitan ser ingeridos por el insecto para controlarlo, pudiendo ocurrir la
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infeccion por contacto y adhesion de las esporas a las partes bucales, membranas
intersegmentales o a través de los espirdculos (Pucheta et al., 2006). Hussein et al. (2008)
mencionan que las esporas de los hongos germinan en la cuticula del hospedante, penetran y se
propagan a través del cuerpo. Después de que el hongo mata al insecto, puede crecer fuera del
cadaver y producir mas esporas, aumentando la posibilidad para que otros puedan ser invadidos,
resultados similares fueron observados en este estudio.

Trichoderma se ha utilizado para la produccién de enzimas liticas y para controlar una
amplia gama de hongos patogenos de plantas. Se ha reportado Trichoderma chilonis que se
alimenta internamente o exteriormente de su hospedante, Trichoderma viridae como hongo
entomopatogeno para controlar insectos, malas hierbas y para controlar otros hongos (Pabal et
al., 2013). Hussein et al. (2008), reportaron que Trichoderma album caus6 20% de mortalidad
de los adultos de Rhyzopertha dominica a concentracion baja de esporas y mortalidad del 100% a
concentracion alta después de siete dias de tratamiento.

A

Figura 2. Descortezadores del género Ips, atacados por Trichoderma. A. Cepa TO1. B. Cepa T04.

CONCLUSIONES

En México no hay referencias que indiquen la utilizacién cepas nativas del género
Trichoderma como entomopatégeno Yy por ello la importancia de estos resultados, ademas que
fueron aisladas de insectos descortezadores, lo que favorece ain mas el posible éxito en uso
extensivo como agentes de control biologico. Estos resultados son importantes, ya que este
hongo constituye una medida efectiva para ser integrado en un futuro en programas de manejo de
la plaga.

La cepa T01 causo el 100% de mortalidad a los ocho dias después de su aplicacion.
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