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RESUMEN: Se recolectaron muestras de suelo de parcelas con cultivo de maiz, en localidades de Nayarit en el 2012. Las
muestras fueron procesadas para el aislamiento de hongos entomopatdgenos, el aislamiento de estos se realizé mediante la
técnica de insecto trampa, usando a Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae). Se obtuvieron cuatro aislados de seis
localidades, de los cuales dos corresponden a Metarhizium anisopliae, Metarhizium robertsii (1) y Beauveria bassiana (1).
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Diversity of fungi isolated from soil entomopathogenic agroecosystems corn in the State of
Nayarit

ABSTRACT: Soil samples from plots associated with the cultivation of maize in locations of Nayarit in 2012 were
collected. To isolate of entomopathogenic fungi soil samples were processed, the isolation of these was performed by the
technique of insect trap, using Tenebrio molitor (Coleoptera, Tenebrionidae). Four isolation of six locations, which two
correspond to Metarhizium anisopliae, Metarhizium robertsii (1) and Beauveria bassiana (1), were obtained. The isolated
entomopathogenic fungi could be used in biological control programs of pest for increase in maize with emphasis in
Spodoptera frugiperda.
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Introduccion

El cultivo de maiz (Zea mays L.) es afectado en todas sus etapas de desarrollo y produccion por
una gran diversidad de problemas fitosanitarios (Andrews, 1989), reportdndose como plagas
potenciales y con una amplia distribucion geografica, a los insectos “gallinas ciegas” Phyllophaga spp.
(Coleoptera: Melolonthidae) y el “gusano cogollero” Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) conocido como (Casmuz et al., 2010; Moron y Rodriguez del Bosque 2010).

La importancia de estas plagas radica en los dafios causados al maiz en todas las etapas de
desarrollo iniciales, particularmente en la de formacion de raices y cogollos, lo cual provoca pérdidas
importantes en el cultivo (Del Rincon et al., 2006; Hernandez et al., 2011). Hernandez et al. (2008);
Garcia y Bahena (2010) mencionan que estos dafios se reflejan en una reduccion en la acumulacion de
biomasa y granos en cultivos infestados, asi como la pérdida completa de las plantulas en casos muy
SEeVeros.

El uso de control microbiano especialmente con hongos entomopatdgenos es una alternativa
potencial, con ventajas frente a los insecticidas quimicos, ya que su espectro de accion bioldgica es
menor, no tiene efectos sobre los insectos benéficos o no blanco, ademas su produccién es posible
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sobre sustratos econdémicos y su aplicacién en campo no altera el ambiente (Hamm, 1984). Por lo que,
es una estrategia ecoldgica y econdmicamente viable para control de plagas, sustentado por su
virulencia, movilidad, persistencia, especificidad, entre otros (Villalobos, 1992).

Los hongos entomopatdgenos presentan un amplio espectro de hospederos (De Faria y Wraight,
2007), por estas razones es importante recolectar, purificar y conservar el germoplasma de la mayor
variedad de sitios y especies. Al igual que con otros organismos, la conservacion de cepas en
colecciones de referencia deben ser prioritarios, ya que algunos genotipos pudieran perderse debido a
cambios ambientales locales (Hernandez et al., 2011).

Debido a que en el estado de Nayarit se conoce poco sobre la diversidad y abundancia de
hongos entomopatdgenos en suelos agricolas. Los objetivos fueron aislar e identificar hongos
entomopatogenos en suelos cultivados con maiz en el estado de Nayarit, México.

Materiales y Método

Recoleccion de muestras de suelo. Se realizaron recolectas de suelo en areas predeterminadas
y con antecedentes que fueron cultivadas con maiz en el ciclo anterior en seis localidades del estado de
Nayarit (Cuadro 1). Los sitios muestreados fueron ubicados con geoposicionador satelital (Garmin
etrex) con los siguientes datos: numero de recolecta, fecha y localizacion geografica (municipio,
coordenadas y msnm). Las muestras de suelo fueron recolectadas de la siguiente forma: en una
superficie de 5 m? se marcaron tres puntos aleatorios en los cuales se recolectdé una muestra de los
primeros 20 cm de suelo (1 kg aproximadamente), la cual se trasladaron al laboratorio de Parasitologia
agricola de la Unidad Academica de Agricultura de la Universidad Autonoma de Nayarit en bolsas de
plastico, debidamente etiquetadas. Las muestras se conservaron en refrigeracion a 4 °C para su
posterior procesamiento.

Cuadro 1. Sitios de recolecta de suelo en el estado de Nayarit.

Localidad Fecha Ubica(,:i(_ﬁn Altitud
(Suelo) Geogréfica (msnm)

Chacalilla 23/10/12 . 4
Tepic | 11/08/12 (l\)l %2323436 942
Tepic Il 22/09/12 (N) 2(1)21%’235;.17 968
San Pedro Lagunillas  12/10/12 (l\)l i(l)z,l,ifgs 1189
Carillo Puerto 12/10/12 (l\)l i(l) f(jgfio 857
Jala 11/10/12 (N) i(1)4‘9277’2058” 1115

Aislamiento de hongos entomopatogenos. Con el fin de aislar los hongos entomopatdgenos se
Ilevd acabo el tamizado del suelo con un tamiz de malla de 0.4 mm con la finalidad de romper y
separar los grumos gruesos de suelo y hojarasca, para utilizar la técnica del insecto trampa
(Zimmermman, 1986) con adultos del “gusano de harina” Tenebrio molitor (Coleoptera Tenebrionidae)
reproducidas en Laboratorio. De cada muestra de suelo homogenizada, 500 g se colocaron en un
recipiente plastico de 14 x 18 x 6 cm junto a 7 adultos de T. molitor y fueron incubadas a 25 °C durante
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siete dias. Los adultos con sintomatologia por infeccion de hongos fueron desinfectados con hipoclorito
de sodio al 3% por 3 min, se lavaron 3 veces con agua destilada estéril para eliminar el exceso de cloro,
y se secaron en papel filtro estéril. Los adultos trampa se colocaron en cajas de Petri, incubandose a 25
°C por 12 d. El aislamiento y purificacion de los hongos se realizd en camara de flujo laminar por
transferencia directa de conidios y/o micelio a cajas de Petri con medio PDA.

Identificacién de los hongos entomopatdgenos. Los aislados obtenidos, fueron caracterizados
molecularmente al extraer un explante de la colonia del microorganismo purificado, el cual se coloco
en cajas de Petri con PDA cubierto con un celofan estéril y se incubd por 7 d a 28 °C. El micelio, se
cosecho con la ayuda de una espatula de acero inoxidable y se coloco en un mortero de porcelana al
cual se le adicioné buffer de extraccion de DNA de hongos filamentosos a 70 °C (200 mM Tris-HClI
(pH = 8), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5 % SDS) y se macer0 para la extraccion del DNA con base
en el protocolo descrito por Raeder y Broda (1985); Martinez y Soto (1993). EI DNA total obtenido fue
examinado mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%, el cual se utilizé para amplificar el
espaciador de transcrito interno (ITS) del 18s del rDNA se utiliz6 los iniciadores universales ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'), donde el
fragmento esperado fue de 710 a 850 pb, dependiendo de la especie de hongo (White et al., 1990). Las
condiciones de amplificacion se dividieron en cinco etapas; una primera de desnaturalizacion a 94 °C
por 5 min, seguido de 30 ciclos los cuales incluyen la segunda etapa igualmente de desnaturalizacion a
94 °C por 30 s, una tercera de alineamiento a 60 °C por 30 s, una cuarta de extension a 72 °C por 45 s, y
la quinta etapa de extension a 72 °C por 10 min. Los productos de amplificacion fueron examinados
mediante geles de agarosa 1% Yy posteriormente purificados utilizando un kit DNA Clean &
Concentrator de la marca Zymo basado el protocolo del fabricante. Dichos amplicones se enviaron a la
empresa Macrogen (Maryland, EUA) donde fueron secuenciados con base el método de Sanger et al.
(1977) y las secuencias obtenidas se compararon contra la base de datos del banco de genes (NCBI) se
uso el algoritmo de BLAST (Altschul et al., 1990).

Resultados y Discusién

De las seis muestras recolectadas de suelo, cuatro de ellas fueron positivas a la presencia de
hongos entomopatégenos como Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae var. anisopliae,
Metarhizium pingshaense y Metarhizium robertsii (Cuadro 2). De las cuales el género Metarhizium
spp., presento una mayor presencia. Resultados similares fueron reportados por otros autores para
México (Molina et al., 2003). Al respecto Lezama et al. (2001) reportaron a M. anisopliae con mayor
abundancia en muestras de suelo de Michoacén, Colima, Jalisco y Tamaulipas.

Es importante resaltar, que en los sitios en los cuales se reporté a M. anisopliae con mayor
frecuencia en México, son zonas costeras tropicales en las cuales la humedad relativa y la temperatura
son mas altas. Asimismo, se conoce que B. basssiana sobrevive por mas tiempo en areas de clima
templado y donde existen para tener continuidad de su ciclo de infeccion (Vanninen, 1996).

Los datos de secuenciacién mostraron un 88-98% de identidad y maximo score de 669-953 de
los asilados con las secuencias del GenBank (Cuadro 2), obtenidos del algoritmo de BLAST en la base
de datos NCBI (Altschul et al., 1990).
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Cuadro 2. Hongos entomopatdgenos aislados del suelo en el estado de Nayarit.

Localidad Entomopatégeno  Cepa/aislado |dentidad Maximo Acceso
(%) score

Chacalilla ~ Metarhizium Cepa A103 92 732 KC355183.1

robertsii
. . . aislado

Tepic | Beauveria bassiana BBPTGA 98 953 KC759730.1

Tepic I Metarhizium Cepa ARSEF 88 669 HMO55447.1
pingshaense 2162
Metarhizium

San Pedro S Cepa ACCC

Lagunillas an!sopl!ae var. 30130 92 706 DQ177431.1
anisopliae

Carillo No presentaron - - -

Puerto P

Jala No presentaron - - -

Conclusiones

Los hongos entomopatogenos aislados en suelo de agroecosistemas de maiz en el estado de
Nayarit fueron B. bassiana, M. anisopliae, M. pingshaense y M. robertsii. Estos microorganismos
podrian utilizarse en control biolégico por incremento, y utilizarse como alternativas al uso de
insecticidas quimicos, al ser mas amigables con la fauna benéfica.
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