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Identificacion Morfolégica y Molecular de Barrenadores del Tallo de la Cana
de Azicar’ Distribuidos en Sinaloa

Morphological and Molecular Identification of Sugarcane Borers' Distributed
in Sinaloa
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Luis A. Rodriguez-Del-Bosque®, y Clara Inés Saldamando-Benjumea*

Instituto Politécnico Nacional CIIDIR Sinaloa, IPN-COFFA. Blvd. Juan de Dios Batiz
Paredes no. 250, Colonia San Joachin, Guasave, Sinaloa. CP. 81101

Resumen. Se identificaron mediante estudio de los genitales de machos a tres
especies de barrenadores de la cafa de azucar distribuidos en 28 sitios de
muestreo de las zonas cafieras norte y centro de Sinaloa. La identificacion
molecular de éstas se hizo secuenciando el gen de la subunidad | de la enzima
citocromo c¢ oxidasa (COIl) del ADN mitocondrial. Se identific6 a Diatraea
considerata Heinrich, D. grandiosella Dyar, y Eoreuma loftini (Dyar) distribuidas en
la zona cafiera norte (Los Mochis) y centro (ElI Dorado). Las secuencias de
nucleotidos de estas especies comparadas en el GenBank tuvieron similitud con D.
considerata 99% (673 pb) (acc. no. KP259614), para D. grandiosella del 97% (647
pb) (acc. no. KP259615), y para E. loftini del 99% (645 pb) (acc. no. KP259616).
Se hizo también un andlisis de Maxima Verosimilitud (ML) para determinar la
proximidad entre estas especies, encontrando que las secuencias corresponden a
estas mismas especies reportadas en el GenBank, con el 96% para D. considerata,
88% para E. loftini, y el 100% para D. grandiosella, dando con esto mayor precision
sobre la identidad de las especies distribuidas en esa area. Esta informacion es
basica para la implementacion de futuras estrategias de control biologico de estas
plagas en Sinaloa.

Abstract. Three species of sugarcane borers were identified based on study of the
male genitalia; these were distributed at 28 sampling sites of northern and central
sugarcane areas in Sinaloa, Mexico. The molecular identification of the three
species was done by sequencing the enzyme gene of the subunit | of cytochrome ¢
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oxidase (COIl) of the DNA mitochondrial. Diatraea considerata Heinrich, D.
grandiosella Dyar, and Eoreuma loftini (Dyar) were identified with their distribution in
north zone (Los Mochis) and central zone (El Dorado) of sugarcane area. The
nucleotide sequences of these species were compared in GenBank, had a similarity
to D. considerata 99% (673 bp) (acc. No. KP259614), D. grandiosella 97% (647 bp)
(acc. no. KP259615), and E. loftini 99% (645 bp) (acc. no. KP259616). An Analysis
of Maximum Likelihood (ML) was done to determine the proximity between these
species, founding that the sequences correspond to these same species reported in
GenBank, with a confidence of 96% to D. considerata, 88% to E. loftini, and 100%
to D. grandiosella, giving certainty to the identification of these species distributed in
this area. This information is basic for the implementation of future strategies for
biological control of these pests in Sinaloa.

Introduccion

La produccién de la cafa de azucar (Saccharum officinarum L.) en México
asciende a 54 millones de ton de cafia y 6 millones de ton de azucar en 790,000 ha
de cafia cultivada anualmente (CONADESUCA 2014). Uno de los factores
limitantes para el cultivo de la cafia de azucar en el pais son los barrenadores del
tallo, los cuales se encuentran distribuidos en todas las zonas cafieras de México
(Rodriguez del Bosque et al. 2014). Los géneros de importancia econdmica son
Diatraea y Eoreuma, estas ocasionan pérdidas en produccion de 2 a 10 ton de
cafia por ha (Rodriguez del Bosque y Vejar-Cota 2008, Rodriguez del Bosque et al.
2014).

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

Rodriguez del Bosque et al. (2014) generaron informacién sobre las
especies de barrenadores de importancia econdémica en México, asi como su
distribucion y estrategias de manejo; sin embargo, las técnicas para la separacion
de especies son escasas, debido a que comparten caracteristicas similares,
principalmente en los estados de huevo, larva y pupa (Agnew et al. 1988, Riley y
Solis 2005, Passoa 2014). Bleszynski (1969) provee informacion detallada para
identificar adultos de barrenadores mediante el analisis de los genitales, lo que le
da mayor precision a la identificacion de la especie para la seleccidon de agentes de
control biolégico apropiados y el uso de estrategias de manejo especificas. Agnew
et al. (1988) compararon especies de barrenadores que han sido confundidas, y
sefialan que el uso de los genitales del macho proporcioné suficiente evidencia
para la separacion de especies. Vargas et al. (2013) describieron a tres especies
de barrenadores del Valle del Rio Cauca en Colombia, y mencionando que la
separacion de especies en estado de pupa y los genitales del macho proporcionan
evidencia suficiente para su identificacion.
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Hebert et al. (2003) lograron la identificacion exitosa de 200 especies de
Lepidoptera, con lo cual propusieron un sistema de identificacion de especies
mediante la secuenciacion del gen de la subunidad | de la citocromo ¢ oxidasa
(COI) del ADN mitocondrial (ADNmt) que definieron como “Cddigo de barras”.
Actualmente existen numerosos trabajos de secuenciacion del gen COl del ADNmt
de insectos (Hajibabaei et al. 2006). Lanteri (2007) y Jinbo et al. (2011) mencionan
que la secuenciacion de una fraccion del COIl no sustituye la taxonomia alfa o la
filogenia, pero ayuda a agilizar las tareas de identificacion en cualquier estado de
desarrollo del insecto. Por lo anterior, el presente trabajo tuvo por objetivo:
identificar morfolégica y molecularmente a las especies de barrenadores de la cafia
de azucar distribuidas en las regiones cafieras del norte y centro de Sinaloa.

Materiales y Métodos

Obtencion de los Insectos. De agosto de 2013 a marzo de 2014, se
realizaron colectas del barrenador del tallo en dos zonas cafieras del estado de
Sinaloa, 23 sitios de muestreo en el norte (Los Mochis, 25° 42' - 25° 53' N, 108° 53'
-109° 14' O; 5-20 msnm) y 5 en el centro (El Dorado, 24° 21' - 24° 36' N; 107° 14' -
107° 27" O; 9-32 msnm) (Fig. 1). En una parcela de cada sitio se tomaron 100
tallos con sintomas de dafo por barrenadores, los cuales se cortaron
longitudinalmente. Después las larvas y/o pupas fueron extraidas y colocadas
individualmente en cajas de plastico de 6 cm de didmetro para transportarlas al
laboratorio. Se colectaron 1,325 larvas y 211 pupas del barrenador en ambas
zonas caferas del estado, a una altitud de 5 a 32 msnm. Algunas larvas se
conservaron en alcohol etilico absoluto para utilizarlas en la caracterizacion
molecular, y otras se alimentaron con dieta artificial modificada para obtener
adultos (Badilla et al. 1994) (313 adultos, 180 machos, y 133 hembras), los cuales
fueron conservados en alcohol al 70% para el analisis de los genitales. Los
especimenes identificados se encuentran depositados en la coleccién de referencia
del CIIDIR Sinaloa.

Extraccion y Montaje de Genitales. Los adulios se separaron por
localidad, especie y sexo. A los machos se les cort6 la parte distal del abdomen y
esta se colocd en un tubo de 2.0 mm con KOH al 10% para ponerlo en bafio maria
a 80°C por 20 min, se dio un lavado con agua destilada y se deshidraté en alcohol
absoluto. A los genitales se le elimin6é el excedente de tejido circundante y se
separaron las estructuras bajo el microscopio estereoscopio a 40X, después se
montaron en balsamo de Canada. Se utilizaron las estructuras genitales del macho
por ser las que permiten la diferenciacion entre las especies de barrenadores
(Agnew et al. 1988, Vargas et al. 2013). Para la separacion de especies se utilizd
la clave de Bleszynski (1969). Las fotografias de los genitales se tomaron con un
microscopio Carl Zeiss Primo Star® a 4X, con una camara digital AxioCamERc5s®
integrada y un estereoscopio Carl Zeiss Discovery V8® a 10, 20, y 40X.

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

Caracterizacion Molecular. A cada larva de barrenador se le corté un
segmento de 2 mm de la region cefalica y se colocé en un tubo de 1.5 ml a -70°C
por 30 min. Para la extraccion del ADN se utilizé el kit comercial Promega
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit A1120, Madison, WI). La amplificacion de
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Fig. 1. Sitios de muestreo de barrenadores de la cafa de azucar en Sinaloa,
México.
Fig. 1. Sampling sites of sugarcane borers in Sinaloa, Mexico.

la region COIl del ADNmt se hizo en un termociclador (Veriti® 384-Well Thermal
Cycler, Applied Biosystems®, Hercules, CA). Se utilizaron los primers LCO1490
(5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) y HCO02198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') propuestos por Folmer et al. (1994) y
Hebert et al. (2003). La reaccion de PCR consistié en 5 pl de Buffer GoTag® 1X,
0.5 pl de la mezcla de dNTP’s 0.2 mM, 1.0 ul de cada primer 0.2 mM, 0.25 pul de
ADN polimerasa GoTag® 1.25 U, 16.25 pl de agua ultra pura y 1 pl del ADN molde
para obtener un volumen total de 25 yl. La amplificacion se realizd en dos fases, la
primera consistid en un ciclo de desnaturalizacion inicial (1 min a 94°C), cinco
ciclos (1 min a 94°C), alineacion (1.5 min a 45°C), y extensioén (1.5 min a 72°C). La
segunda fase fue de 35 ciclos (1 min a 94°C), alineacién (1.5 min a 50°C), y
extension (1 min a 72°C), y una extension final (5 min a 72°C) (Hebert et al. 2003).
Se incluyd una muestra positiva (ADN de D. considerata del Centro de
Biotecnologia Gendmica) y una negativa (mezcla de los reactivos sin ADN). Cada
producto de la PCR fue limpiado con Exo-SAP IT® (Santa Clara, CA) por
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incubacion a 37 y 80°C por 15 min en cada temperatura. Para la reaccion de
secuenciacion se utilizd un kit comercial (Big Dye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing, NimaGen, The Netherlands) y se purificd con un kit comercial (Big
Dye® X-Terminator Purification). La secuenciacion se realizd en un equipo
automatizado ABI 3130 (Applied Biosystems®).

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

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

Resultados y Discusiéon

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

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

1. Loébulo lateral del tegumen presente (Fig. 2-A3).................... D. considerata

-. Lébulo lateral del tegumen ausente (Fig. 2-B3, 2-C3)........cccoeviviiiiiiennn.n. 2

2. Valva simétrica con una espina subapical en los brazos laterales de la juxta
(Fig. 2-B2) .. D. grandiosella

-. Valva asimétrica con el proceso costal derecho truncado y ensanchado
distalmente, el proceso costal izquierdo ligeramente reducido en el centro y
curvado hacia el interior (Fig. 2-C2)........cooiiiiiiiiiiieee E. loftini

Diatraea considerata se encontrd en todas los parcelas muestreadas durante
los muestreos (n = 1,097 larvas), obteniéndose un promedio de 43.2 + 12.2 larvas
en la zona cafiera norte y de 20.6 + 8.2 larvas en la zona cafiera centro. Los
genitales del macho de D. considerata se caracterizan por presentar los Iébulos del
tegumen redondeados en forma de dedo (Bleszynski 1969), caracteristica que
puede utilizarse para separarla de D. grandiosella y E. loftini en el estado adulto
(Fig. 2A-3).
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Fig. 2. Genitales &, A. Diatraea considerata, B. D. grandiosella y C. Eoreuma
loftini. Estructuras clave: 1) Aedeagus; 2) Valvas, juxta (j), brazos laterales (bl),
espina subapical (es), proceso costal dextral (pcd), proceso costal sinistral (pcs); 3)
Tegumen, uncus (u), gnathos (g), l6bulo lateral tegumenal (It).

Fig. 2. Genitalia &, A. Diatraea considerata, B. D. grandiosella and C. Eoreuma
loftini. Key structures: 1) Aedeagus; 2) Valvae, juxta (j), lateral arms (bl), subapical
spine (s), dextral costal process (pcd), sinistral costal process (pcs); 3) Tegumen,
uncus (u), gnathos (g), lateral tegumenal lobes (It).

Por otro lado, D. grandiosella (n = 113 larvas) se encontré en todas las
parcelas muestreadas de la zona cafiera centro (18.8 £ 6.4 larvas), mientras que en
la zona cafiera norte solo se encontrd en 6 de las 23 parcelas (0.8 + 2.2 larvas). La
caracteristica principal para distinguir esta especie es la ausencia del lébulo
teguminal y la presencia de una espina subapical en los brazos de la juxta de los
genitales (Fig 2B-2).

Eoreuma loftini se encontré en 27 de las 28 parcelas muestreadas en ambas
zonas caieras (n = 115 larvas). Esta especie se distingue de Diatraea debido a la
forma asimétrica de las valvas de los genitales del macho, asi como en la forma de
los procesos costales (Fig. 2C-2).

Caracterizacion Molecular. Se obtuvo el producto de la PCR del gen COI
del ADN de D. considerata, D. grandiosella, y E. loftini. Las secuencias de
nucleotidos obtenidos de cada especie se observan en la Fig. 3. Estas secuencias
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Fig. 3. Alineamiento de las secuencias de una fraccion del gen COI del ADNmt de Diatraea considerata (Dcon.sin), Diatraea grandiosella
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(Dgran.sin), y Eoreuma loftini (Elof.sin) con secuencias reportadas en el GenBank.

Fig. 3. Sequence alignment of a fraction of the COl gene mtDNA of Diatraea considerata (Dcon.sin), Diatraea grandiosella (Dgran.sin), and

Eoreuma loftini (Elof.sin) with sequences reported in GenBank.
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concuerdan con las registradas en el GenBank, obteniéndose una similitud del 99%
para D. considerata (673 pb) y Eoreuma loftini (645 pb), respectivamente, y del
97% para D. grandiosella (647 pb).

El arbol de Maxima Verosimilitud (ML) (Fig. 4) agrup6 la secuencia Seq1 de
la especie D. considerata con 96% de confianza, la secuencia Seq3 de la especie

[395627993|9b|JQ888361.1] Diatraca_considerata

96 | Seq1_organism_Diatraea_considerata_D._considerata I
0i[395628001|gb|JQ888365.1|_D._considerata
0i[395628003|gb|JQ888366.1|_D._considerata
gi|395628043|gb|JQ888386.1|_Diatraea_aff._considerata/magnifactella
gi[395628041|gb|JQ888385.1|_Diatraea_aff._considerata/magnifactella
88| gi|395628031|gb|JQ888380.1|_Diatraea_aff._considerata/magnifactella
gi[395628005|gb|JQ888367.1|_Diatraea_aff._considerata/magnifactella
0i[395627999|gb|JQ888364.1|__D._considerata

70

73— gi[701219995|gb|KM289006. 1|_Diatraea_saccharalis

_'—_gi|701 219993|gb|KM289005.1|_Diatraea_saccharalis

90 9il428754211|gb|JX442647.1|_Diatraea_saccharalis
gi|354801569|gb|JN108957.1|_Diatraea_saccharalis
0i[701219985|gb|KM289001.1|_Diatraea_saccharalis
gi|701219989|gb|KM289003. 1|_Diatraea_saccharalis
gi|395627983|gb|JQ888356.1|_Diatraea_saccharalis
gi|658384223|gb|KJ657612.1|_Eoreuma_densella
gi|669636724|gb|KM068906. 1|_Eoreuma_loftini

100

88

97

88 4 seq3_organism_Eoreuma_loftini
100 |, gi|658384189|gb|KJ657595.1|_Diatraea_lisetta
gi|658384185|gb|KJ657593.1|_Diatraea_lisetta
gi|284429393|gb|GU089417.1|_Diatraea_evanescens
| gi|284429391|gb|GU089416.1|_Diatraea_evanescens(2)

0i|284429391|gb|G j
38 Seq2_organism_Diatraea_grandiosella

0i[395627977|gb|JQ888353.1|_Diatraea_grandiosella
100 gi[395627975|gb|JQ888352.1|_Diatraea_grandiosella
100 | gi[395627973|gb|JQ888351.1|_Diatraea_grandiosella

gi|395627969|gb|JQ888349.1|_Diatraea_grandiosella

52

—
0.02

Fig. 4. Arbol de Maxima Verosimilitud de las secuencias obtenidas de Diatraea
considerata (Seq1), Diatraea grandiosella (Seq2), y Eoreuma loftini (Seq3), y
secuencias reportadas en el GenBank.

Fig. 4. Maximum likelihood tree of sequences obtained of Diatraea considerata
(Seq1), Diatraea grandiosella (Seq2), and Eoreuma loftini (Seq3), with sequences
reported in GenBank.
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E. loftini con un 88% y D. grandiosella con 100%. Estas con sus respectivos
grupos de secuencias provenientes del GenBank.

Estos resultados corroboraron la identificacion precisa de estas tres
especies de barrenadores distribuidas en las zonas caferas norte y centro de
Sinaloa. Este método para la identificacion de barrenadores es basico para la
implementacion de futuras estrategias de control biolégico de estas plagas en
Sinaloa.
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