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AVANCES DE INVESTIGACION 2015

POSGRADO EN FITOSANIDAD

PRESENTACION

“Avances de investigacion” es un esfuerzo académico del Posgrado en Fitosanidad del
Colegio de Postgraduados, que tiene como objetivo que nuestros estudiantes den a conocer
los trabajos de investigacion que se desarrollan en los diferentes laboratorios que conforman
nuestro posgrado. Este tipo de eventos tuvo su origen como una iniciativa dentro del Instituto
de Fitosanidad (ahora Posgrado en Fitosanidad) en 1990, por lo que este afio cumplimos 25
afios de este importante evento. Aunque se vio interrumpida por mas de una década, en 2013
se retoma se celebracion anual ya que ha demostrado ser un entorno que permite que los
académicos y estudiantes se enteren de las investigaciones que se desarrollan dentro de
nuestro posgrado, y también permite que estos Ultimos se enfrenten a la defensa de su trabajo

ante un grupo de colegas que dan criticas siempre con el afan de mejorar.

En este afio se presentan 72 trabajos que cubren las diferentes areas de trabajo de la
fitosanitarias, agrupados en las dos lineas de investigacion que nuestro posgrado tiene
registradas ante el CONACyT: (a) Diagndstico, Ecologia y Manejo de Plagas y (b)
Biotecnologia, Inocuidad y Bioseguridad. Para su presentacion los trabajos se catalogaron en
10 mesas de trabajo que abarcan temas tradicionales como el manejo integrado de plagas

pero también temas de investigacion de frontera.

El usuario de este documento tendra acceso a los manuscritos dentro del archivo marcado
como “indice” en este CD. Los trabajos fueron elaborados por nuestros estudiantes y
contaron con el aval de dos de sus profesores con lo cual se garantiza que tienen la calidad

cientifica requerida en un estudiante de posgrado.
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DISTRIBUCION DE Claviceps gigantea (HYPOCREALES:
CLAVICIPATACEAE) Y EVALUACION IN VIVO EN CONEJOS EN

INICIACION
Alma R. Solano Baez !, Carlos De Ledn !, Santos G. Leyva Mir 2, Adriana Delgado Alvarado !,

Marco A. Hernandez Bello 2, Juan M. Cuca Garcia*”

INTRODUCCION

Las especies del género Claviceps son parésitos especializados de pastos, ciperaceas y
gramineas, que afectan inflorescencias, ya que los érganos reproductivos de los hospedantes son
remplazados por un esclerocio (PaZzoutova et al., 2004). En México, C. gigantea es una especie
considerada endémica de los valles altos (Fucikovsky y Moreno, 1976). Las pérdidas economicas
en el cultivo de maiz ocasionadas por este hongo son muy severas, asi como la disminucion total
de la calidad del grano (Warham et al., 1999).

Se reporta que C. gigantea produce una mezcla de alcaloides como; festuclavina 65 %, D-
dihydrolysergol- (1) 15 %, chanoclavina 7 %, pyroclavina 3 % (Agurell, 1965). De forma mas
especifica, se menciona que los alcaliodes producidos por el hongo causan problemas en el sistema
nervioso central, muscular, de vasos, hemorragias en el endocardio y pulmones. Marquez y Avila
(1973) comprobaron que en pollos en crecimiento, existe una disminucion de su peso al incorporar
esclerocios en su dieta. En la agricultura, los alcaloides del tipo ergot, se reportan con efectos

antiherbivoros, que pueden manifestar efectos toxicos en aminales (Panaccione et al., 2006).

Existen estudios sobre ergovalina, alcaloide de tipo ergot producido por un hongo endofito y
Festuca arundinacea, pero no por miembros del género Claviceps spp. No obstante, la toxicologia
de la ergovalina manifiesta diferencias en comparacién con los alcaloides producidos por Claviceps
spp. (Korn et al., 2014).

! Fitosanidad- Fitopatologia, Colegio de Postgraduados, > Departamento de Parasitologia Agricola. Universidad
Auténoma Chapingo. * Agricultural Research Service of United States Department of Agricultural. 4 Ganaderia,

Colegio de Postgraduados. Autor de correspondencia: jmcuca@colpos.mx

A la fecha no hay informacion de la presencia de C. gigantea y pesar de existir algunos reportes

acerca de los alcaloides producidos por el cornezuelo, los del tipo dihidroergolina, presentes en
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esclerocios de C. gigantea, no han sido estudiados. Por tal motivo esta investigacion tiene como
proposito, caracterizar morfoldgica y molecularmente a C. gigantea procedente de diferentes zonas

geogréficas y su efecto in vivo en conejos en iniciacion.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras. Con base en reportes de distribucion de C. gigantea, se colectaron
esclerocios en localidades del estado de México (Fucikovsky y Moreno, 1971). Con la finalidad de
actualizar la informacion de distribucion del fitopatdégeno, se busco la presencia del hongo, en
localidades con condiciones climéticas similares a las zonas con reportes de este patdgeno. Se
colectaron muestras de material sospechoso, en el Estado de Puebla y se trasladaron al Laboratorio
de Enfermedades de la Raiz del Colegio de Postgraduados para ser estudiadas.

Caracterizacion de Sphacelia sp. A partir del crecimiento obtenido de los esclerocios
colocados en camara himeda, se obtuvieron conidios que fueron sembrados en medios de cultivo
selectivos para elaborar cultivos monospdricos. Para su caracterizacion, se consideraron
particularidades morfoldgicas del hongo previamente reportadas (Pazoutova et al., 2004), y se
evalué la velocidad de crecimiento, abundancia de micelio y produccion de conidios. La
identificacion molecular se realizo a partir de la extraccion del ADN total de cultivos monosporicos
con el kit DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN®). Los acidos nucleicos se enviaron a MACROGEN

para amplificar las regiones de ITS 4, asi como su secuenciacion.

Actividad bioldgica de C. gigantea en conejos Nueva Zelanda. A partir de un ensayo
preliminar por cromatografia en capa fina de extractos, se detect6 la presencia de alcaloides en
esclerocios de C. gigantea (Wallwey y Li, 2012), procedentes del Estado de México. Este material

fue utilizado para incorporarse en dietas experimentales para conejo.

Elaboracidn de dietas experimentales para conejos. Se inicié con la molienda de esclerocios
utilizando un molino de martillo con un tamiz de 2mm. Analisis bromatolégico de esclerocios de
C. gigantea. El material se proceso en el Laboratorio de Nutricion Animal del Postgrado de
Ganaderia del Colegio de Postgraduados. Las determinaciones se realizaron de acuerdo con los
protocolos de la A.O.A.C, 1995. Adicionalmente, se envio una muestra de esclerocios molidos a
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Evonik Industries AG Analitical Lab (certificado por la 1ISO 9001), para la elaboracion de un

aminograma.

Elaboracion de pellets. Los ingredientes de la dieta en proporcion de C. gigantea/ harina de
alfalfa (0/100, 5/95, 15/85 y 25/75) se homogenizaron con una mezcladora industrial (Zhengqi,
China), posteriormente se trasladaron al Centro de Ensefianza de Investigacion y Extension en
Produccion Avicola (CEIEPAV), de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), en
donde se utilizd una peletizadora (California Pellet Mill ® EE.UU), a 75 rpm. Los pellets

recuperados se secaron a temperatura ambiente, para finalmente ser envasados.

Manejo de conejos. Se utilizé un total de 40 gazapos machos de 38 dias del destete, los cuales
se distribuyeron completamente azar en cuatro tratamientos de acuerdo a la relacién de C.
gigantea/ harina de alfalfa (0/100, 5/95, 15/85 y 25/75), con 10 conejos cada uno. Se registro el
peso inicial de cada uno de ellos al inicio de la investigacion. Simultdneamente, se ofrecio la dieta
previamente elaborada, y se evaluaron tres variables: Peso vivo, pesando los conejos semanalmente
durante un periodo de 28 dias; Consumo de alimento, que se obtuvo de la diferencia del peso de
alimento ofrecido y el rechazado diariamente; Conversion alimenticia que se determind por el
consumo de alimento en relacion con la ganancia de peso. Después de obtener los pesos para cada
variable se tomaron muestras de sangre de cada conejo, para elaborar una bioquimica sanguinea,

finalmente se les practicé la eutanasia.

Andlisis estadistico. Se analiz6 utilizando un disefio experimental completamente al azar y para
cada variable se hizo un analisis de varianza con el procedimiento MIXED con el programa
estadistico SAS (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

La caracterizacion de Sphacelia sp. se continua trabajando para eliminar organismos
micoparasitos como Clonosthachys rosea y Trichoderma harzianum (Ondrej et al., 2010), y de ese

modo realizar la descripcion morfologica.

Manejo de conejos y variables evaluadas. El sistema digestivo de los conejos esta disefiado

para que estos puedan alimentarse con fuentes fibrosas razon por la cual la es alfalfa empleada
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(Nieves et al., 2009). Sin embargo, los esclerocios molidos presentaron valores similares a los de
alfalfa en materia seca y mayor contenido de fibra, diferencias que se balancearon al elaborar las

dietas experimentales.

Durante el periodo de adaptacion a la dieta experimental hubo 7.5% de decesos de conejos que
se consideran dentro del rango aceptable de mortandad en una engorda cotidiana (Palma y Hurtado,
2010). Los tratamientos arrojaron un efecto significativo (p<0.05). Se calcul6 la ganancia en peso
de los conejos alimentados con dietas experimentales, durante 28 dias. En el tratamiento testigo
hubo un incremento en peso que, evidencia de que no fueron afectados, estos tuvieron un desarrollo
normal y su crecimiento fue superior al resto. En contraste, los conejos del tratamiento 4 (25 % de
esclerocios), mostraron disminucion en el peso a partir de la semana 2; también se observo el
rechazo al alimento, asumiendo una conversién alimenticia anormal. Panaccione et al. (2006)
indican, que al alimentar conejos con pasto infectado con C. purpurea, una especie productora de
alcaloides, estos rechazan el alimento, a diferencia de los que son alimentados con dieta sin

alcaloides.

Hemogramas. Los analisis mostraron que no hubo diferencias significativas entre ningunos de
los cuatro tratamientos. Verde y Gomez (1997) indican que para tener un diagnostico mas certero
con respeto a una afeccién patologia, es importante considerar pardmetros sanguineos. Entre otros
hallazgos, se observa la presencia de fibrindgeno en los conejos de los Tratamientos 2, 3 y 4.

Necropsia. Los conejos que estuvieron en contacto con dietas experimentales que incluian algun
porcentaje de esclerocios, presentaron degeneracion hidropica, degeneracion hepatocelular y
nefritis intertical en rifibn. Mientras tanto, Korn et al. (2014) indican que tras una dieta con
alcaloides producidos por Claviceps purpurea, los conejos evaluados mostraron una degeneracion
hepatocelular.

Se debe continuar con la caracterizacion de Sphacelia sp. Por otro lado, el consumo de
alimento con esclerocios de C. gigantea, por conejos recien destetados, provoca disminucion de la
ganancia de peso, degeneracion hepatocelular y tubular multifocal, acompafiada de necrosis ligera
multifocal en rifidn. Altas dosis de esclerocios molidos en el alimento producen intoxicacion en el

conejo y rechazo del mismo. Debido al alto valor alimenticio del tejido de reposo fangico, se
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sugiere realizar pruebas de dietas alimenticias experimentales, con la previa inactivacion de los

alcaloides presentes para la produccion de alimentos balanceados.
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VARIABILIDAD BIOLOGICA Y MOLECULAR DE AISLAMIENTOS DE Iris
yellow spot virus EN CULTIVOS DE CEBOLLA EN EL ESTADO DE

MORELOQOS
Katya Ornelas Ocampo?, Sergio Aranda Ocampo?, Sergio Ramirez Rojas 2, Hernan Garcia

Ruiz®y Daniel L. Ochoa Martinez **

INTRODUCCION

El estado de Morelos ocupa el cuarto lugar en superficie sembrada de cebolla y tercero en
produccion a nivel nacional (SIAP, 2014). En los altimos afios, en este cultivo se ha presentado la
enfermedad conocida como “mancha amarilla” causada por el Iris yellow spot virus (IYSV)
(género Tospovirus, familia Bunyaviridae) trasmitida por Thrips tabaci. EI genoma del género
Tospovirus consiste de tres segmentos de RNA monocatenario de sentido negativo: grande (L),
mediano (M) y chico (S) (Whitfield et al., 2005). EI segmento S codifica para los genes NSs y N,
este ultimo comunmente utilizado para diferenciar tospovirus por su alto grado de divergencia a
nivel de especie (Pappu et al., 2000; Pappu et al., 2006). Las plantas de cebolla afectadas por esta
enfermedad muestran manchas de color pajizo blanco, cloréticas o necroticas, secas, alargadas o
en forma de huso principalmente en la parte baja a media de las hojas; en algunos casos, una isla
de tejido verde puede desarrollarse en el centro del area necrotica(Gent et al., 2006). El principal
impacto econdmico de la enfermedad esta asociado con la reduccién del tamafio del bulbo y, por
tanto, la disminucién en su rendimiento (Gent et al., 2004). En los ultimos dos afios se han
observado en el estado de Morelos dos tipos de sintomas en el cultivo de cebolla en los que se ha
detectado al I'YSV: a) manchas secas amarillas a blanquecinas con halo clorético y forma alargada;
y b) manchas de aspecto seco, blancas con o sin halo clor6tico y alargadas, lo cual pudiera deberse
a la presencia de dos variantes de este virus. Por lo anterior, la presente investigacion tiene como

objetivo determinar si existen dos variantes de I'YSV en cultivos de cebolla en el estado de Morelos.

Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, Fitosanidad-Fitopatologia.
2Campo Experimental Zacatepec, INIFAP.

SUniversity of Nebraska-Lincoln, Nebraska Center for Virology.
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo en campo. Durante el ciclo 2014-2015, se realizé un muestreo dirigido en cultivos
de cebolla del estado de Morelos, colectando plantas completas con los diferentes sintomas
asociados a 1'YSV. El material colectado fue clasificado de acuerdo con los sintomas observados

para su analisis por separado en el laboratorio.

Extraccion de &cidos nucleicos, RT-PCR y secuenciacion. La extraccion de &cidos
nucleicos totales se realizo con el método de CTAB propuesto por Harris et al. (2002). EI RNA
fue cuantificado en un nanodrop para determinar su concentracion y calidad. La sintesis de
cDNA se realiz6 mediante la reaccion de transcripcion reversa (RT) usando 1ug de RNA total.
Cada muestra se analiz6 con los primers especificos 1'YSV-465c e 1'YSV-239f (Pappu et al.,
2008) e I'YSV917L e IYSV56U (Robéne-Soustrade et al., 2006). Como control de la reaccion
de PCR se amplifico una regién del gen ribosomal 18S (Zamboni et al., 2008). La reaccion de
PCR se llevo a cabo con los primers 1'YSV917L e I'YSV56U. El programa de PCR consisti6 en
tres pasos, iniciando con 94°C 5 min, seguido de 40 ciclos a 94°C 15s, 45°C 30s y 72°C 30s,
finalizando con 72°C 5 min. La visualizacién de los productos amplificados se llevé a cabo por
electroforesis en gel de agarosa y observado en un fotodocumentador. Las secuencias obtenidas

fueron analizadas con BLAST para su alineamiento con la base de datos del GenBank.

Comparacion de secuencias del gen N. Con las secuencias de nucleétidos obtenidas se
utilizé el programa Vector NTI para generar secuencias consenso de cada una de las muestras.
Posteriormente, con el programa Mega 6 se realiz6 un alineamiento multiple usando ClustalW.
Todas las secuencias fueron alineadas y comparadas con la correspondiente al segmento S de

IYSV depositada en el GenBank con nimero de acceso AF001387.

Clonacidn y expresion transitoria de sintomas mediada por Agrobacterium tumefaciens.
Primers especificos que amplifiquen el gen N de 1'YSV seran utilizados para la clonacion, se
agregaran como adaptadores los sitios de restriccion para Bglll y Pmll, los cuales, permitiran
su insercion en el vector pCambial301. La construccion obtenida serd introducida en
Escherichia coli cepa DHS5a y seleccionada con kanamicina 50pg/mL; posteriormente,
movilizada a A. tumefaciens cepa C58C1 y seleccionadas con kanamicina 50pg/mL y
rifampicina 25pg/mL. Plantas de Nicotiana benthamiana de un mes de edad seran infiltradas

con las construcciones y se registrara el periodo de incubacion y los sintomas que se observen.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron cuatro muestreos en 14 localidades de los municipios de Ayala, Axochiapan,
Jojutla, Xochitepec, Tlaquiltenango, Zacatepec y Puente de Ixtla, Morelos. Se colectaron en
total 78 plantas, 42 fueron analizadas en el laboratorio y el resto se mantuvo en el invernadero.
De las muestras analizadas, 26 fueron secuenciadas. Los sintomas de las plantas colectadas se
dividieron en dos grupos: a) tipicos: consistentes en manchas secas amarillas a blanquecinas
con halo clorético y forma alargada y b) severos: donde se observaron manchas de aspecto
seco, blancas con o sin halo clorotico y alargadas generalmente, ocupando gran parte de la
lamina foliar (Fig. 1A). En los resultados de la RT-PCR con los primers 1'YSV-465c-1YSV-
239f e I'YSVI17L-1YSV56U se obtuvo una banda de 900 pb en plantas con sintomas tipicos
mientras que en el caso de plantas donde se tienen sintomas severos se obtuvo una banda 500

pb. En plantas asintomaticas no se observé amplificacion alguna (Fig. 1B).

La comparaciéon de la secuencia del gen N muestra la delecién de un fragmento de
aproximadamente 300 pb en el producto de RT-PCR obtenido de plantas con sintomas severos
(Fig. 1C). Este resultado es interesante ya que sugiere que puede estar asociado con la diferencia
en sintomas observados en campo. Para determinar lo anterior, por medio de la agroinfiltracion
se pretende tener la expresion transitoria del gen N de ambos segmentos y conocer si éstos se
encuentran relacionados con la diferencia en expresion de sintomas. La movilizacion de un
transgen con dicha técnica permite producir rapidamente de manera transitoria una proteina de
interés provocando su acumulacion y posible expresion de sintomas. El conocimiento de la
naturaleza y prevalencia de posibles variantes de I'YSV en el estado de Morelos ayudaria en
mejorar las técnicas de deteccion, a evaluar materiales de cebolla para su mejoramiento y de
germoplasma para identificar y seleccionar resistencia mas duradera y efectiva en todas las

regiones productoras (Bag et al., 2012).
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Figura 1. Sintomas observados en campo y productos de RT-PCR. A Plantas con sintomas tipicos y severos.
B Productos de RT-PCR obtenidos en muestras con sintomas tipicos (T) en los que se observa una
banda de 900 pb y con sintomas severos (S) donde se obtiene una banda de 400 pb. C Mapa del segmento
S de I'YSV y comparacién de secuencias de los productos de RT-PCR del gen N en plantas de cebolla
gue muestran sintomas tipicos (T) y severos (S).

Clonacidn y expresion transitoria de sintomas mediada por Agrobacterium tumefaciens.

Se encuentra en proceso de desarrollo.
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AISLAMIENTOS DE Iris yellow spot virus EN CEBOLLA CULTIVADA EN
MORELOS Y MICHOACAN: HOSPEDEROS ALTERNANTES Y

VECTORES
Norma Avila Alistac *, Daniel L. Ochoa Martinez **, Sergio Ramirez Rojas 2, Angel

Rebollar Alviter 3, Héctor Lozoya Saldafia # y Remigio A. Guzman Plazola *

INTRODUCCION

La cebolla es una hortaliza de importancia econémica para México y es afectada por varias
enfermedades. Las ocasionadas por virus son de gran interés debido a la dificultad para su
control. Brewster (2008) sefiala que el Iris yellow spot virus (I'YSV) es uno de los virus méas
devastadores en plantas del género Allium con una amplia distribucion geogréfica y un gran
rango de hospedantes (Smith et al. 2011; Ghotbi et al. 2005; Sampangi y Mohan 2007). El
IYSV se transmite principalmente por Thrips tabaci y ocasiona la enfermedad conocida como
mancha blanca en cebolla. Magos (2011), estudio los virus asociados a cebolla en el estado de
Morelos y detecto cuatro por DAS-ELISA, entre ellos al IYSV.

Las interacciones hospedante-vector-virus son muy complejas. Rodriguez et al., (2007)
enfatizan la importancia de tener mayor conocimiento de estas relaciones para establecer
mejores estrategias de control. Las interacciones virus-hospedante y/o virus-vector afectan al
primero determinando su gama de hospedantes y/o frecuencia de transmision (Syller 2012). A
nivel mundial se han realizado estudios con hospedantes alternos, vectores y variantes del

IYSV, pero en México hay poca informacion al respecto.

La presente investigacion tiene como propdsito conocer variantes del 1'YSV, hospederos
alternantes y sus vectores en Morelos y Michoacéan, México.

! Colegio de Postgraduados campus Montecillo. Especialidad Fitopatologia. 2 INIFAP, Zacatepec, Morelos.
3 CRUCO, Morelia, Michoacan.
4 Universidad Auténoma de Chapingo (UACh), Texcoco, Edo. De México.

*Autor de correspondencia: Idaniel@colpos.mx

MATERIALES Y METODOS
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Area de estudio. Los muestreos de plantas de cebolla con sintomas de Iris yellow spot virus,
maleza circundante y trips se realizaron en Axochiapan, Puente de Ixtla y Emiliano Zapata del
estado de Morelos y en los municipios de Tanhuato y Vista Hermosa, Michoacén.

Deteccion de Iris yellow spot virus (I'YSV). Se realiz6 un recorrido en cinco parcelas por
estado donde se colectaron cinco plantas completas por parcela. EI muestreo fue dirigido a
plantas con sintomas tipicos de 1'YSV a las cuales se les extrajo RNA para realizar RT-PCR con
primers especificos para este virus. Asimismo, las plantas de cada estado fueron trasplantadas
por separado en vasos de unicel y mantenidas en invernadero.

Colecta de arvenses. Con la finalidad de conocer posibles hospederos alternantes del 1'YSV
y/o sus trips vectores, se colectaron arvenses en presencia y ausencia del cultivo de cebolla en
ambos estados. La colecta se hizo dentro y alrededor de la parcela tomando plantas con sintomas
asociados a virosis asi como plantas asintomaticas. Las muestras se colocaron en bolsas de
plastico, se cubrieron con papel periédico humedo para disminuir su deshidratacion y se
etiquetaron para su traslado al laboratorio de Virus Fitopatogenos del Colegio de Postgraduados
para su analisis.

Para conocer los virus asociados a estas plantas se utilizO DAS-ELISA formando una
muestra compuesta consistente en hojas de la parte baja, media y alta de la planta. Cada muestra
se analiz6 por duplicado y se utilizaron controles positivos y negativos de Agdia®. La reaccion
fue considerada positiva si el valor era tres veces mayor que la media del control negativo. Las
muestras se analizaron con anticuerpos policlonales para los virus Tomato spotted wilt virus
(TSWV), Iris yellow spot virus (I'YSV), Leek yellow stripe virus (LYSV), Onion yellow dwarf
virus (OYDV) y Groundnut bud necrosis virus (GBNV), los cuales se han reportado en el
cultivo de cebolla. A las muestras positivas por ELISA, se les extrajo RNA para hacer RT-PCR
con primers generales para tospovirus o potyvirus y/o especificos, segun el caso.

Colecta de trips en arvenses. Las plantas traidas de campo fueron observadas
cuidadosamente para conocer si tenian o no trips en estado inmaduro y adultos. Los trips
encontrados se pasaron a ejotes dentro de tubos falcon y se taparon con una malla para
incrementar su poblacion e identificarlos mediante PCR con los primers LCO1490 y HC02198
(Folmer et al., 1994).

RESULTADOS Y DISCUSION
Deteccion de Iris yellow spot virus (I'YSV). A nivel de parcelas se observd 30% de

incidencia de virosis en plantas de Morelos y 5% en Michoacan. Todas las plantas de cebolla
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muestreadas tenian sintomas de 1'YSV. Del total de plantas de Morelos analizadas por RT-PCR,

el 90% fue positiva para I'YSV y 50% positivas en las de Michoacéan.

Colecta de arvenses. Se observaron bajas poblaciones de arvenses dentro y fuera del cultivo.
Se colectaron y analizaron 72 plantas de ambos estados. Las muestras analizadas para todos los
virus fueron negativas. En las parcelas de Michoacan hubo menor nimero de arvenses que en
Morelos. Por otro lado, en ausencia del cultivo se observd mayor nimero y diversidad de
arvenses posiblemente asociado con la época de lluvia. En este caso se analizaron 93 muestras
procedentes de Morelos, mismas que resultaron negativas para los virus en estudio excepto en
el caso de altamisa (Parthenium hysterophorus) que fue positiva a LYSV (Cuadro 1). Las
arvenses colectadas en el estado de Michoacéan se encuentran en proceso de andlisis.

Cuadro 1. Arvenses asociadas al cultivo de la cebolla en el estado de Morelos analizadas por DAS-ELISA
para Iris yellow spot virus (I'YSV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Onion yellow dwarf virus (OYDV)
y Leek yellow stripe virus (LYSV).

N. com(n N. cientifico IYSV. TSWV  OYDV  LYSV
Borreguilla Acalypha ostryifolia - ) } -
Verdolaga Portulaca oleracea ) ) } +
Falsa altamisa Parthenium hysterophorus - - - -
Verdolaga de campo Kallstroemia rosei ) ) } -
Quelite Amaranthus hybridus ) ) } -
Mala mujer Solanum rostratum ) ) } -
Escobilla Lepidium virginicum } } ) }
Alfombrilla Euphorbia indivisa } } ) }
Rabano-maleza Raphanus sativus } } ) }
Diente de Leon Taraxacum officinale - - } -
Aceitilla Bidens pilosa } } ) }
Ojo de gallo Sanvitalia procumbens } } ) }
Campanitas Ipomoea purpurea ; ; - ;
Acahual Tithonia tubaeformis - - } -
Higuerilla Ricinus communis } } ) }
Chipil Crotolaria pumila } } ) }
Huizache Acacia farnesiana - - } -

* +: Muestra positiva; -: muestra negativa

La planta positiva para LYSV fue analizada por RT-PCR con primers generales para
potyvirus resultd negativa. Dicho dato pudo deberse a la baja calidad de RNA al momento de
hacer la extraccion. Por otro lado, P. oleracea (familia Portulacaceae) contiene un mucilago,

dificultando su extraccién de RNA.
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Colecta de trips en arvenses. Se observd mayor presencia de trips en arvenses en ausencia
del cultivo. En altamisa (Parthenium hysterophorus), higuerilla (Ricinus communis) y
borreguilla (Acalypha ostryifolia) se encontraron trips en estado inmaduro y adulto. Dichas
plantas fueron muy frecuentes en todas las parcelas de Morelos, particularmente la higuerilla.
Schwartz et al. (2014) reportaron a la higuerilla como hospedante de I'YSV, pero en su estudio
no encontraron trips en las plantas analizadas. Por otro lado, s6lo en el acahual (Tithonia
tubaeformis) se observaron trips en las inflorescencias en presencia del cultivo. En los Gltimos
afios ha cobrado mayor importancia conocer el rango de arvenses hospedantes de I1'YSV o de su
vector (Schwartz et al. 2014). Los resultados obtenidos hasta este momento muestran que
muchas de la maleza que se ha reportado en otros paises como hospedantes del IYSV y/o sus
trips vectores se encuentran en las localidades muestreadas. Se ha reportado la presencia de T.
tabaci en Lamium pupureum, Taraxacum officinale, Cardaria draba, Bromus tectorum,
Senecio vulgaris, Silene alba y Datura stramonium (Weilner y Bedlan 2013). Asi como
Chenopodium album, Amaranthus retroflexus, Cichorium intybus, Arctium minus y Rumex
crispus (Smith et al. 2012).

A pesar de que muchas arvenses no se han reportado como hospedantes de I'YSV si lo
son de su vector, por lo cual pueden ser reservorio para la infestacion del cultivo de la cebolla
en el siguiente ciclo y contribuir a la dispersion secundaria del virus. EI conocimiento de
estos hospedantes y su abundancia relativa en campo son base para un estudio

epidemioldgico que permita un mejor manejo del I'YSV y su vector (Smith et al. 2011).
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ACUMULACION DE TRANSCRITOS DE LOS GENES C4H Y COMT,
ACTIVIDAD ENZIMATICA, FENOLES SOLUBLES TOTALES Y
LIGNINA TOTAL EN CHILE CM334 INFECTADO POR Nacobbus aberrans

Y Meloidogyne incognita
Erika Lagunes Fortiz!, Reyna I. Rojas Martinez?, Juana Juarez Mufioz?, Benito Reyes

Trejo?, Luis A. Sdenz Carbonell*, Emma Zavaleta Mejial*

INTRODUCCION

El chile CM-334, resistente al oomiceto Phytophthora capsici, al ser previamente infectado
por el nematodo Nacobbus aberrans, se comporta como susceptible al oomiceto, fenGmeno
conocido como “rompimiento de la resistencia”, debido a cambios metabolicos y fisioldgicos
resultantes de la reprogramacion de la expresion genica inducida por el nematodo en la raiz del
hospedante (Zavaleta-Mejia, 2002; Godinez-Vidal et al., 2008), provocando la alteracion de
algunas respuestas de defensa de las plantas generadas a través de las rutas metabdlicas del
acido mevalonico y de fenilpropanoides como compuestos fenolicos y lignina (Vargas et
al.,1996; Godinez-Vidal et al., 2008). La lignina, fortifica a las paredes celulares y constituye
una barrera fisica potencial contra la infeccion por fitopatdgenos (Bonawitz y Chapple, 2010).
Los mondmeros p-Hidroxifenil (H), el Guaiacil (G) y el Siringil (S), integran a la lignina y su
disposicion y abundancia pueden variar dependiendo el tipo de interaccion planta-nematodo
resultante (Bonawitz y Chapple. 2010). Las enzimas &cido cinamico 4-hidroxilasa (C4H) y
acido feldrico 5-hidroxilasa (F5H) son enzimas tempranas clave para la sintesis de monémeros
de lignina (Meyer et al.,, 1998), mientras que la metiltransferasa &cido caféico O-
metiltransferasa (COMT), que utiliza 5-hidroxiconiferaldehido como sustrato, es esencial para

la sintesis de unidades S (Atanassova et al., 1995).

! Programa de Fitopatologia, Colegio de Postgraduados-Campus Montecillo, km 36.5 Carretera México-Texcoco,
CP 56230. Texcoco, Estado de México, México.
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Universitario, Ex-Hda Aquetzalpa, Tulancingo, Hidalgo.
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Actualmente existe un debate, sobre el papel que desempefian los monolignoles en la
interaccion planta-patégeno, algunas plantas acumulan selectivamente lignina S en respuesta al
ataque de patdgenos, por lo que dicho mondmero parece estar particularmente involucrado en
la defensa (Menden et al., 2007, Skyba et al., 2013), mientras que en otros casos su abundancia

no limita la infeccién del hospedante (Wuyts et al., 2006).

Por lo anterior fue de interés comparar la acumulacion de los transcritos de genes C4H y
COMT que influyen en la composicion de lignina, la actividad de la enzima C4H, el contenido
de fenoles y el contenido de lignina total presentes en las paredes de células de la raiz, en la
interaccion compatible Chile CM-334-N. aberrans y en la incompatible Chile CM-334-M.

incognita,.
MATERIALES Y METODOS

Plantulas de chile CM-334 se inocularon con 1000 J2 de M. incognita (Mi) o N. aberrans
(Na) por planta, colectando sus raices a los 2, 7, 14 y 21 dias después de la inoculacién (ddi),
el testigo consistid en plantas sin inocular. Se determind el numero de nematodos que
ingresaron a la raiz, la acumulacién de los transcritos de genes C4H y COMT, la actividad de
la enzima C4H, el contenido de fenoles y el contenido de lignina total presentes en las paredes
de células de la raiz. EI DNA se obtuvo mediante retrotranscripcion a partir de RNA. La
cuantificacion de los transcritos se realizd mediante PCR tiempo real, empleando iniciadores
especificos para la deteccion de los genes COMT, C4H, y como gen enddgeno de referencia
GAPDH (gliceraldehido 3-P deshidrogenasa). El calculo de la expresién relativa se realizé
mediante el método 224t (Livak y Schmittgen, 2001). La actividad enzimatica C4H se
determiné segin Lamb y Rubery (1975) y se midi6 la absorbancia de las muestras a 310 nm en
un espectrometro Perkin Elmer Lambda Bio 10. La extraccion de fenoles solubles totales se
realiz siguiendo la metodologia reportada por Gayoso et al., (2004) y para su cuantificacion
se empled el reactivo Folin-Ciocalteu de acuerdo al método reportado por Singleton and Rossi
(1965), la cantidad de fenoles solubles totales se determind midiendo la absorbancia de cada
muestra (raiz de chile CM334) en un espectrometro a 760 nm. La cuantificacién de lignina total
a partir de paredes celulares (extraidas segun Pomar et al., 2002) se realizo por el método de
bromuro de acetilo descrito por liyama y Wallis (1988) y se midi6 la absorbancia a 290 nm.

Los datos presentados corresponden al promedio de dos experimentos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La cantidad de individuos de Na que ingresaron a la raiz de chile CM334 fue mayor que la
de individuos de Mi, a los 2 ddi se encontré la mayor cantidad de J2 de Na dentro de las raices
de chile (Figura 1a). Estos se observaron agrupados en grandes cantidades en la regién de
elongacion, mientras que a los 14 y 21 ddi la cantidad de individuos dentro de la raiz disminuyo,
estos se ubicaron a lo largo de la raiz de manera individual y presentaban la tipica forma de “C”
o de espiral cerca de la corteza radical, caracteristica del estadio J3. La infeccion y desarrollo
de Na en raices de chile CM334 fue similar a la reportada por Godinez-Vidal (2010) y Garcia-
Espinoza (2011). En cambio, en plantas inoculadas con Mi se encontraron muy pocos
nematodos en los tiempos evaluados (2, 5, 3 y 1 individuos por raiz a los 2, 7, 14 y 21 ddi,
respectivamente), y presentaron caracteristicas propias del estado J2 en todos los tiempos sin
llegar a completar su ciclo, en congruencia con lo reportado por Garcia-Espinoza (2011) y
Pegard et al. (2005).

La acumulacion relativa de los transcritos C4H (Figura 1b) en las raices inoculadas con Na
a los 7 y 14 ddi fue mayor que en plantas inoculadas con Mi, sin embargo, a los 2 y 21se
encontraron mayores niveles de expresion en las plantas inoculadas por Mi. La acumulacion
relativa de transcritos COMT (Fig. 1c), fue mayor en plantas inoculadas con Na en comparacion
con aquellas inoculadas con Mi en todos los tiempos evaluados aunque en diferente magnitud,;
siendo a los 21 ddi donde se obtuvieron los niveles mas altos de transcritos COMT en raices
inoculadas con Na. La actividad enzimatica C4H a los 2, 7 y 14 ddi fue mayor en raices de
plantas de chile CM334 inoculadas con Na en comparacion con aquellas inoculadas con Mi y
el testigo (Figura 1d), a los 21 ddi la actividad enzimética en aquellas raices inoculadas con Na

resultaron mas bajas que las encontradas en raices inoculadas con Mi y el testigo.

Se determino el contenido de lignina total en paredes celulares de raices de plantas de chile
CM334 inoculadas con Na o Mi, (Figura 1f). Aunque no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en todos los periodos de muestreo es posible observar que el
contenido de lignina total fue mayor en las paredes celulares de raices inoculadas con Na, en

comparacion con aquellas inoculadas con Mi y las plantas testigo.
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Figura 1. Numero de individuos de N. aberrans y M. incognita observados dentro de raices de chile CM334
inoculadas con los nematodos (a); acumulacion de transcritos del gen C4H (b) y COMT (c); actividad
enzimatica del acido cinamico 4-hidroxilasa (d); contenido de fenoles solubles totales (€); y contenido
de lignina total (f) en raices de plantas de chile CM-334 inoculadas con N. aberrans y M. incognita. La
media de cada barra corresponde al promedio de datos obtenidos en experimentos. Para cada tiempo
barras con diferente letra muestran diferencia significativa (Tukey, p<0.05).

La actividad enziméatica C4H guardo cierta relacion con la expresion del gen que la codifica

(C4H), el cual constituye un importante componente en la ruta fenilpropanoide, y ademas de

estar implicado en los primeros pasos de biosintesis de lignina también participa en la

biosintesis de otros compuestos involucrados en defensa como flavonoides. En raices de chile

inoculadas con Mi,

la actividad enzimatica en cada tiempo de muestreo incremento

gradualmente; no obstante dicho incremento también se present6 en el testigo. COMT esta

relacionado directamente con la biosintesis de lignina S, necesaria para la reestructuracion de

la pared celular, fundamental para la formacion del sincitio en la interaccion compatible (Na);

mientras que en la interaccion incompatible (Mi), probablemente se relaciono6 con defensa. Asi,
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en la interaccion CM334-N. aberrans, la ruta fenilpropanoide pudiera ser dirigida hacia la
sintesis de monémeros que contribuyan a la formacion de un tipo de lignina que favorezca la
formacion de SEA funcionales para el nematodo, durante el proceso de reestructuracion y

sintesis de nuevas PC en los sitios de infeccion.

En general, el contenido de fenoles solubles totales fue mayor en raices de chile CM334
inoculadas con Mi, sugiriendo que en esta interaccion la ruta de los fenilpropanoides pudo ser
re-dirigida hacia la sintesis de otros compuestos fendlicos implicados en defensa y no
precisamente a la biosintesis de unidades monoméricas de lignina. Por ejemplo, Moon et al.
(2010) y Pegard et al. (2005), sefialan que la resistencia de CM334 a Mi se puede explicar por
la presencia de barreras fisicas en la raiz que dificulten la penetracion de los juveniles J2, y que
una vez dentro de la raiz, respuestas bioquimicas como la reaccion de hipersensibilidad y la
acumulacion de compuestos fenolicos contribuyen a la resistencia de CM334.

En el presente trabajo, se encontré mayor cantidad de lignina en raices de plantas CM334
inoculadas por ambos nematodos en comparacion con raices de plantas testigo, sin embargo en
raices de plantas CM334 inoculadas con Na la cantidad de lignina total en todos los tiempos
de evaluacion (2, 7, 14 y 21 ddi), fue mayor que la obtenida en aquellas inoculadas con Mi. Se
sabe que durante el desarrollo de sincitios, ocurre el engrosamiento extensivo de las paredes
celulares del mismo, y aunque la composicion del nuevo material depositado no ha sido del
todo caracterizado, se ha observado la presencia de lignina y algunos polifenoles en el centro
de las paredes corticales externas, asi como en el centro de algunos fragmentos de pared celular,
dentro de los sincitios (Jones y Northcote, 1972). Se considera que durante una interaccién
compatible el incremento en la sintesis y acumulacion de la lignina podria contribuir a la
formacion de pared celular de novo, para ayudar a proteger y fortalecer el sincitio (Ithal et al.,
2007).
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DISENO DE PRIMERS PARA LA DETECCION DEL GEN DE
QUITINASAS IMPLICADO EN LAS RESPUESTAS DE DEFENSA EN

PLANTULAS DE CHILE JALAPENO
Ismael F. Chavez-Diaz !, Alejandro Alarcon 2, Sergio Aranda Ocampo !, Julian Delgadillo

Martinez 2, John Larsen 3, Emma Zavaleta Mejia**.

INTRODUCCION

Las plantas se encuentran expuestas a ser infectadas por diversos agentes bioticos como
bacterias, hongos, virus, nematodos y oomicetos. Para defenderse, emplean diferentes
mecanismos. En este contexto, las plantas de chile acumulan compuestos tdxicos, refuerzan sus
paredes celulares e incrementan la actividad de proteinas especificas relacionadas con la
patogénesis (PR) (Castro-Rocha et al., 2012). Entre estas, las quitinasas (CHI) hidrolizan la
quitina contenida en la pared celular de patogenos fungicos. La pared celular de los oomicetos
se constituye de glucanos; sin embargo, algunos como Pythium ultimum, contienen pequefias
cantidades de quitina (Chérif et al. 2000). Por otra parte, durante interacciones incompatibles
entre plantas de chile y Phytophthora capsici Leo., se detectan altos contenidos y actividad
enzimatica de CHI en el apoplasto y tejido vascular en tallos y hojas (Lee et al., 2000). Aunque
el género Phytophthora aparentemente carece de quitina, la hidrolisis de pared celular del
oomiceto por accion de PRs, produce pequefias cantidades de N-acetil-glucosamina como
subproducto, la cual, solo puede ser generada por CHI en presencia de quitina o glicoproteinas
(Kim y Hwang, 1994). Asi mismo, se ha evidenciado que una alta acumulacion de CHI en chile
inoculado con P. capsici, es capaz de inhibir la germinacidn de zoosporas e inhabilitar los tubos
germinativos, reduciendo la incidencia de la infeccién (Kim y Hwang, 1996). La acumulacion
sistémica de CHI se encuentra vinculada a la via de sefializacion del etileno en la induccion de
resistencia sistémica (ISR), que a su vez, puede ser activada por la aplicacion de agentes de
control bioldgico (ACB) (Veloso y Diaz, 2012). Las evidencias sugieren que de alguna manera
las CHI se encuentran vinculadas a la defensa en plantas de chile y que pueden ser utilizadas

como marcadores de la ISR por ACB.
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En el presente trabajo de investigacion se hizo uso de diferentes herramientas
bioinformaticas de libre acceso con la finalidad de disefiar y estandarizar primers para PCR
capaces de detectar la expresion de CHI en plantas de chile inoculadas con agentes de control

bioldgico y P. capsici.
MATERIALES Y METODOS

Disefio de primers. Los primers fueron disefiados mediante la herramienta bioinformatica
Primer 3 Plus® a partir de una secuencia completa de mRNA de quitinasa bésica tipo 11 (Hong
et al., 2000) con numero de accesion AF091235 en el banco de genes del NCBI. El disefio se
realizd mediante la herramienta bioinformatica. El analisis de sus caracteristicas se llevo a cabo
usando el software Oligo analayzer 3.1®. Para corroborar teéricamente su especificidad y
eficiencia se uso la herramienta iPCR® con la que se generd un amplicon virtual. Finalmente
se observo la identidad y cobertura del amplicon virtual mediante el Nucleotide Blast® del
NCBI. Los primers denominados CaChiF y CaChiR se mandaron sintetizar a la Unidad de
Sintesis y Secuenciacién del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (USS-IBT).

Establecimiento de bioensayos. Se germinaron semillas de chile jalapefio desinfestadas.
Las plantulas se trasplantaron diez dias después de germinadas a macetas con capacidad de 40
g conteniendo turba y perlita estériles (1:1, V:V). Se mantuvieron durante 30 dias a 26°C con
fotoperiodos de 14 h luz por 10 h oscuridad (intensidad de 6,786 lux), regando con agua esteril
(AE) cada tercer dia. Al contar cuatro hojas verdaderas se inocularon por separado con alicuotas
de 4 ml segun los siguientes tratamientos: T1= Trichoderma atroviride (107 conidios/mL™),
T2= Pseudomonas tolaasi (3x10® células/mL™), T3= Phytophthora capsici (1x10°
zoosporas/mL), Control= tratada con agua esterilizada (AE). Cada tratamiento const6 de cinco
plantas y el experimento se repitié al menos dos veces. Segun Lee et al., (2000), la acumulacién
de transcritos de CHI inicia a las 6 h, alcanzando niveles maximos a las 24 h, por lo consiguiente
las plantas se retiraron a las 24 h y se congelaron en nitrégeno liquido. En el T2 se consideré el

doble de plantas con la finalidad de utilizarlas para la estandarizacién de la reaccion de PCR.

Extraccién de RNA total y sintesis de cDNA. Se extrajo RNA total de raices y parte aérea
de cada tratamiento por separado a partir de 100 mg de tejido congelado usando TRIzol® (Life
Technologies) (Chomczynski, 1993). Se cuantifico en un Nanodrop ® y se verifico la calidad
en gel de agarosa al 1%. La sintesis de cDNA consto de dos pasos: 1) se incubaron 2 ng de
RNA total con 0.4 pL de oligo dTis (Promega®) en un volumen final de 12 pL, se afor6 con
agua libre de nucleasas (ALN) durante 10 min a 65°C. 2) se afiadieron 6 pL de buffer 5X para
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retrotranscripcion, 1 pl. de ANTP (10 pmol/uL) y 1 uL de retrotranscriptasa (200 u/pL) (M-
MLV Promega®). La mezcla se incubo 60 min a 37°C y después 10 min a 70°C en un
termociclador Techne® modelo TC-512.

Estandarizacion de condiciones de la PCR. A partir del cDNA obtenido con plantas de
T2 se realizaron gradientes de temperatura y de concentracion de MgCl.. Como positivo se
utilizé el gen enddgeno gliceraldehido 3-P deshidrogenasa (GAPDH) y como blanco se utiliz6
la misma reaccion en ausencia de cDNA. La mezcla de PCR consistié en 2.5 uL de buffer de
reaccion 10X, con concentraciones de 1.2 mM de MgCly, 0.12 mM dNTP, 0.4 pmol/uL de cada
primer, 0.2 pL de Amplificasa® (BioTecMol) y 1 uL de cDNA (20 ng/uL) en un volumen final
de 25 uL (se afor6 con ALN). Las condiciones de amplificacion consistieron en una
desnaturalizacion inicial a 95°C/2 min, seguida de 30 ciclos a 94°C/40 s, un gradiente de
temperaturas a 57.4, 60, 62.4, 65.4 y 67.2°C/1 min y 72°C/1 min, con una extension final de
72°C/10 min, el blanco y el positivo en el segundo paso tuvieron una incubacion a 62.4°C. Los
gradientes de concentracion de MgCl, se realizaron bajo las mismas concentraciones de
reaccion, modificando la concentracion de MgCl. (3, 2.7, 2.5, 2.3, 2 y 1.7 mM) y bajo las
mismas condiciones de amplificacion, en el segundo paso se incubd a la temperatura

determinada como 6ptima.

Amplificacion del gen CHI y analisis de la secuencia del amplicén. La banda amplificada
correspondiente al gen CHI se volvié a amplificar y el producto se corrié en gel de agarosa para
limpiarse con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega®. Las muestras
se ajustaron a 100 ng/uLL. de amplicon y se enviaron junto con muestras de los primers (10
pmolas/uL) a la USS-IBT, en donde se analizaron en un analizador genético 3130xI de Applied
Biosystems® bajo las condiciones estandar de secuenciacién. A partir de los cromatogramas
de las secuencias forward y reverse se obtuvieron las secuencias FASTA con el programa
Chromas 2.4.3 de Technelysium®. Se realiz6 una correccion consenso de cada una y se obtuvo
la secuencia complementaria-reversa de la secuencia reverse mediante la aplicacion Edit
RevSeq de la European Molecular Biology Open Software Suite (EMBOSS). Posteriormente
se hizo un apareamiento de secuencias mediante la herramienta bioinformatica Clustal Omega
del European Molecular Biology Laboratory (EMBL-EBI) para verificar que las regiones
sintetizadas por los primers coincidiesen. Por tltimo, se corrobor6 la identidad y cobertura del
gen secuenciado mediante la herramienta Nucleotide Blast® comparando la secuencia con la

base de datos de genes del NCBI.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Disefio de Primers. En el Cuadro 1 se muestran las caracteristicas de los primers disefiados

en el presente estudio.

Cuadro 1. Primers para amplificacion del gen CHI en plantas de chile.

Gen Codifica  Accecion Tamatflo Primers
amplicon Nombre Secuencia (5'-3") ™ %GC
.. PR2, Quiti CaChiF CAGGGACTTGTTTGAACGG 53.8 52.6
CaChiz "R QUEMASES \pyo1 235 483 ph _
basicas tipo 2 CachiR GCTGACCTATCTGCTGGTG 55.3 57.9

TM: Temperatura de fusion; %GC: Contenido de Guanina-Citosina; en azul se muestran las grapas G-C.

Condiciones optimas de PCR. Los gradientes de temperatura permitieron deducir que se
obtienen mejores amplificaciones a una temperatura de 60°C. La mejor concentracion de MgCl»

fue en el rango de 2.3 y 2.7 mM, eligiéndose 2.5 mM como concentracion optima.

Expresion de quitinasas. La acumulacion de transcritos de CHI se detectd exitosamente. El
amplicdn obtenido con el par de primers superé la longitud teorica de 483 pb propuesto por el
programa iPCR®, situdndose por arriba de las 500 pb segun el marcador molecular KB
(Axygen®), no obstante, la informacion contenida en el mismo corresponde al gen CHI. En el
gel de agarosa, se observaron bandas claras e intensas en todos los casos con excepcion del
carril correspondiente a la extraccion de raiz del T2 (P. tolaasii) y ausencia de bandas en los

controles y en la extraccion de raiz del T3 (P. capsici) (Figura 1).

Figura 1. Expresion de quitinasas en planta de chile.
1) Marcador molecular 1 KB; 2) T. atroviride (raiz);
3) T. atroviride (parte aérea); 4) P. tolaasii (raiz); 5)
P. tolaasii (parte aérea); 6) P. capsici (raiz); 7) P.
capsici (parte aérea); 8) Control (raiz); 9) Control
(parte aérea); 10) Gen constitutivo GAPDH; 11)
Blanco.

-
1 23456 7891011
Analisis de la secuenciacion del amplicon. Una vez realizadas las correcciones consenso,

se determind que CaChiF y CaChiR amplifican la misma zona del gen debido a que entre ambos
amplicones hay una zona de convergencia correspondiente a 446 pares de bases (Figura 2). La

secuencia final mostro un 100% de identidad y un 100% de cobertura con genes de quitinasas
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de Capsicum annuum, asi mismo, mostro coberturas del 100% e identidades variables de entre

85% y 90% con genes de quitinasas de otras solanaceas como papa, tomate, tabaco y tomate

silvestre (Solanum pennelli).

CaChiF
CaChiR

CaChiFr
CaChiRr

CaChiF
CaChiRr

CaChiF
CaChiR

CaChiF
CaChiRr

CaChiF
CaChiR

CaChiF
CaChiR

CaChiF
CaChiRr

CaChiF
CaChiR

Figura 2. Apareamiento de secuencias de amplicones generados a partir de CaChiF y CaChiR.

En el presente estudio se observd que la temperatura de alineamiento éptima para la
amplificacion de los primers supera la temperatura de fusion teérica sugerida por el programa
Oligo analyzer 3.1®, sin implicar un obstaculo para obtener una amplificacion aceptable. La
obtencion de bandas Unicas y de buena intensidad denota la alta especificidad y eficiencia en
los primers disefiados (Dieffenbach et al., 2010). Los resultados obtenidos a partir del

Nucleotide blast® sugieren que el par de primers podria ser utilizado para amplificar genes de

——————————————————————————————————— GTGTCGCGGGATAT GTTGTAGCAAT

TTTTATGTGGTTCT CAGGCAGGAGGTGCACTTTGTGCCGCGGGATTATGTTGTAGCAAAT
* *k Kk * * Kk

TTGGT TGGTGTGGCAACACCAATGACTAT TGTGGTGCTGGAAAT TGCCA TAGCCAGTGTC
TTGGT TGGT GTGGCAACACCAATGACTAT TGTGGTGCTGGAAAT TGCCA GAGCCAGTGTC

B R SR R R

CCGGCGATTCCGGT CCTACTGGAGACCTCGGCAGCATCATTTCAAATTCCATGTTTGATG
CCGGCGATTCCGGTCCTACTGGAGACCTCGGCAGCATCATTTCAAATTCCATGTTTGATG

B R i S T T R R

AGATGCTTAAGCATCGCAACGATAATGCT TGTCAAGGAAAGAACAATTTCTACAGTTACA
AGATGCTTAAGCATCGCAACGATAATGCT TGTCAAGGAAAGAACAATTTCTACAGTTACA

B R R R R

ATGCTTTCATCACTGCTGCAAAGTCTTTTCCTGGCTTTGGCACCACTGGTGATACCGCTG
ATGCTTTCATCACTGCTGCAAAGTCTTTTCCTGGCTTTGGCACCACTGGTGATACCGCTG

R R R

TCCGAAAAAGGGAAATTGCTGCTTTCTTTGCCCAAACCT CCCATGAAACTACT GGAGGAT
TCCGAAAAAGGGAAATTGCTGCTTTCTTTGCCCAAACCT CCCATGAAACTACT GGAGGAT

B R e S

GGCCTACAGCACCAGATGGACCATACGCATGGGGTTACTGCTTCCTTAGAGAACAAGGTA
GGCCTACAGCACCAGATGGACCATACGCATGGGGTTACTGCTTCCTTAGAGAACAAGGTA

Khhkhkhk Ak hkhk kA Ak Ak Ak hk h kKA K A K AA K AR A KK KA KA K ARk A K AR A Ak KAk k kk Kk Kk * %

GTCCGGGCGACTACTGTTCACCAAGTGGT CAATGGCCTTGTGCGCCTGGTAGAAAATATT
GTCCGGGCGACTACTGTTCACCAAGTGGT CAATGGCCTTGTGCGCCTGGTAGAAAATATT

Kk hkkkkkhhkhhkkhhk hhkhkhhk hhkkhhk hhkkhhk hhkhkhk khkkkh khkkhhk khkkkxk khkkk xhkkk *%

TCGGACGAGGCCCCATCCAAATTTCATACAACTACAACTATGGGCCATGTGGAAGAGCCA
TCGGACGAGGCCCCATCCAAATTCATACATCTCTGACCC - === ————————————————

Kk hkhkKkkhkhkhk hhkkhkhk hkkkhkk kkx*x * ok

quitinasas de otras solanaceas como tomate, papa y tabaco.

A diferencia de los demas tratamientos, los transcritos de CHI no fueron detectados en las
raices de plantas tratadas con P. capsici. Posiblemente dicha ausencia se relacione a la

capacidad de este oomiceto fitopatdogeno para secretar efectores de forma local capaces de

suprimir la defensa basal de las plantas de chile (Brich et al., 2008).
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DESARROLLO DE UNA POLISONDA PARA DETECTAR mexican papita
viroid, Pepino mosaic virus Y Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

EN JITOMATE (Solanum lycopersicum)

Erika J. Zamora Macorra *, Daniel L. Ochoa Martinez *, Guadalupe Valdovinos Ponce !,
Reyna I. Rojas Martinez * Sergio Ramirez Rojas 2, Vicente Pallas. 3, Jests Sanchez
Navarro 3, Frederic Aparicio-Herrero®

INTRODUCCION

El tomate es la hortaliza de mayor distribucion en el mundo y es susceptible a diversos
problemas fitosanitarios (Arauz, 1998). En invernadero, el Pepino mosaic virus (PepMV) causa
una de las principales enfermedades y puede reducir hasta el 38% de la produccion (Hassen y
Thomma, 2010). Asi mismo, los viroides causan severas pérdidas econdmicas en este cultivo
(Singh, 1971). En México se encontr6 al Tomato chlorotic dwarf viroid (TCDVd) y al Mexican
papita viroid (MPVd) afectando de manera simultanea plantas de tomate en grandes
extensiones de invernaderos (Ling y Zhang, 2009). El cancro provocado por Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis Smith (Cmm), es una enfermedad severa y distribuida en

todas las zonas productoras, cuyo manejo y tratamiento es costoso (Chang et al., 1991).

El manejo de cualquier problema fitosanitario requiere la correcta identificacion del agente
causal; es frecuente encontrar varios patdgenos afectando el cultivo en el mismo periodo de
tiempo, por lo que es necesario desarrollar técnicas rapidas y precisas que permitan su deteccion
simultanea (De Boer y Ldpez, 2012). Las técnicas basadas en PCR son sensibles; sin embargo,
debido frecuentemente a la baja concentracion del patogeno y a la presencia de inhibidores en
muchos tejidos vegetales, se limita su deteccion, ademas de que no permiten el rapido
procesamiento de un gran nimero de muestras. Técnicas como ELISA pueden utilizarse para
analizar mas muestras, pero tienen menor sensibilidad y no se aplica para viroides (James et al.,
2006). La técnica de hibridacién molecular no radioactiva se ha utilizado con polisondas para
hacer detecciones simultaneas de virus y viroides en diversos cultivos (Peiro et al., 2012;
Herranz et al., 2004; Aparicio et al., 2009; Zhang et al., 2011); actualmente se pueden detectar

hasta 18 virus en una sola prueba.
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Esta técnica sirve para el diagnostico masivo de plantas en programas de certificacion de
tomate (Saldarelli et al., 1996) y también se ha utilizado con sondas especificas para algunas
bacterias (Fanelli et al., 2007).

Con base en lo anterior, los objetivos de este trabajo fueron: 1) Sintetizar una sonda
especifica para la deteccion de Cmm mediante hibridacién molecular no radioactiva; 2) Integrar
la sonda de Cmm a las sondas de PepMV y MPVd (poli3) para determinar su sensibilidad
respecto a las sondas individuales y 3) Evaluar la poli3 como un método de deteccion de estos
fitopatdgenos en plantas de tomate en produccion.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron plantas de tomate con sintomas asociados a MPVd, PepMV y Cmm en
diferentes zonas productoras de esta hortaliza en México. Estos patdgenos se inocularon,
aislaron y mantuvieron en plantas sanas de tomate saladette, previa corroboracion de su

identidad mediante RT-PCR o PCR, respectivamente.

Sintesis de las sondas individuales y la poli3: se realizo6 en el laboratorio del IBMCP de la
Universidad Politécnica de Valencia, Espafia. Para obtener la sondas del PepMV y MPV(d, se
utilizaron los clones pSK/poli6 (Aparicio et al., 2009) y pSK/MPVd. Los fragmentos se
liberaron mediante enzimas de restriccion y se subclonaron (Herranz et al., 2005) con la region
pat-1 de Cmm para obtener el vector pSK/Cmm/PepMV/MPVd. Para sintetizar las sondas
individuales y la poli3, los vectores linearizados se utilizaron como molde para la transcripcién

con la T7 RNA pol, utilizando nucle6tidos marcados con digoxigenina (Pallas et al., 1998).

Hibridacion molecular no radioactiva con plantas infectadas: se inocularon plantas de
tomate saladette sanas con Cmm, PepMV y MPVd. Ocho dias después los peciolos de estas
plantas se cortaron transversalmente para hacer impresiones de savia sobre membranas de nylon
cargada positivamente y se fijaron con luz UV. Simultdneamente se extrajeron acidos nucleicos
de las plantas inoculadas (Thompson et al., 2003), se desnaturalizaron y se aplicaron sobre las
membranas. La prehibridacion e hibridacion se hicieron con el método descrito por Pallas et al.
(1998) y para el revelado, la pelicula se expuso con la membrana, previamente tratada con el

sustrato quiomioluminiscente CSPD, durante 30-40 minutos.
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Sensibilidad de las sondas: se hicieron diluciones seriales de acidos nucleicos de plantas
de tomate sanas e infectadas con Cmm, PepMV y MPVd para analizarse por hibridacion, PCR
(Cmm) y RT-PCR (PepMV y MPVd). Asimismo, una suspensién de Cmm se diluyo

serialmente en agua y cada dilucion se analizé por hibridacién y PCR.

Especificidad de la sonda de Cmm: para asegurar que la sonda individual de Cmm y la
poli3 solo reaccionara con Cmm, se probd con cepas de Agrobacterium tumefasciencies,
Erwinia carotovora, Pectovacterium carotovorum, Pseudomonas syringae pv. tagetis,
Peudomonas marginalis y Pseudomonas helianthi procedentes de la coleccién del laboratorio

de Bacterias Fitopatogenas del Colegio de Postgraduados.

Evaluacion de las sondas en campo: se recolectd tejido foliar de 80 plantas adultas de
tomate asintomaticas y con sintomas asociados a los patdgenos en estudio, en tres localidades
productoras del centro y occidente de México para la extraccion de &cidos nucleicos y posterior
analisis por hibridacion, PCR (Cmm) y RT-PCR (PepMV y MPVd).

RESULTADOS Y DISCUSION

La hibridacién con la poli3 detectd simultaneamente al PepMV, MPVd y Cmm. Solo el virus
y el viroide se detectaron en las impresiones de savia (datos no mostrados), minimizando el
costo y el tiempo invertido en la extraccion de acidos nucleicos. Esto se debe probablemente a
la mayor cantidad de RNA de ambos en el tejido, contrariamente a lo que ocurre con bacterias
cuya pared y membrana celular impiden que los acidos nucleicos estén facilmente disponibles

en la savia de plantas infectadas.

Sensibilidad de las sondas: las sondas individuales tuvieron la misma sensibilidad que la
poli3 (Fig.1), lo cual concuerda con los resultados de diversos trabajos para detectar virus y
viroides (Peir6 et al., 2012; Herranz et al., 2004; Aparicio et al., 2009; Zhang et al., 2011). Para
Cmm, la PCR fue 100 veces mas sensible que la hibridacién (datos no mostrados). Diversos
métodos de deteccion para Cmm se han desarrollado y la sensibilidad reportada es muy variable
(Johnson y Walcott, 2012; de Leon et al., 2008; de Ledn et al., 2011), lo cual dificulta
estandarizar un método confiable para detectar a esta bacteria en plantas naturalmente
infectadas. Hasta el momento, la manera mas confiable de detectar bajas concentraciones de
Cmm en plantas asintomaticas o en semilla, es aislar al patégeno del tejido infectado y

multiplicarlo en medio de cultivo (Gitaitis et al., 1991; de Ledn et al., 2008).
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Figura 1. Hibridacién molecular de la poli3 (A) y sondas individuales (B: PepMV; C: MPVd; D: Cmm),
para detectar al PepMV, MPVd y Cmm con diluciones de acidos nucleicos obtenidos de tejido infectado
(PepMV 1: 1238.4ng, 2: 123.84ng, 3: 24.76ng y 4: 4.95ng) (MPVd 1: 254.4ng, 2: 25.44ng, 3: 5ng, 4: 1ng)
(CmmA: Planta de tomate infectada 1) 1: 2985ng, 2: 298.5ng, 3: 59.7ng, 4: 11.94ng) (CmmB : planta

de tomate infectada 2) 1: 1665ng, 2: 166.5ng, 3: 33.3ng, 4: 6.66ng). PepMV: Pepino mosaic virus; MPVd:
Mexican papita viroid; Cmm: Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

Especificidad de la sonda de Cmm: Solamente la sonda individual de Cmm y la poli3
hibridaron con las diluciones bacterianas de Cmm. No se observé sefial de hibridacién con

ninguna de las especies bacterianas evaluadas (datos no mostrados).

Evaluacion de las sondas en campo: de las 80 muestras analizadas, solo 5 resultaron
positivas para Cmm mediante hibridacion utilizando la sonda de Cmm y la poli3. Estas mismas
muestras amplificaron por PCR. No se detectaron muestras positivas a PepMV o MPVd
mediante hibridacion ni RT-PCR, (datos no mostrados).

Con base en la sensibilidad de la sonda de Cmm y la poli3 (10" UFC/mL), podran detectarse
en campo plantas infectadas de tomate con esta bacteria que muestren sintomas iniciales y muy
probablemente también plantas asintomaticas. Considerando que la poda y la cosecha,
incrementan la incidencia de plantas con sintomas ocasionados por Cmm (Chang et al., 1991;
Gitaitis et al., 1991), se sugiere analizar muestras después de cuatro dias de realizadas las
primeras podas para su oportuna deteccion en campo.
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COMPATIBILIDAD SEXUAL Y VEGETATIVA ENTRE ESPECIES DEL
CLADO Colletotrichum gloeosporioides (Orden: Glomerellales, Familia:
Glomerellaceae) Y SU RELACION CON SU IDENTIFICACION

MOLECULAR
Raull A. Rodriguez Villarreal!, José A. Mora Aguileral, Daniel Nieto Angel*, Daniel Téliz

Ortiz!, Santos G. Leyva Mir?.

INTRODUCCION

Desde la descripcion del género Colletotrichum por Corda en 1831 (von Arx y Miiller,
1954), ha cambiado la relacion de especies que lo conforman. En 1957 se tenian reportadas
700 especies (Von Arx,). En 1992, Sutton distinguidé a varias especies como sinénimas,
agrupandolas en 39 especies en base a morfologia. En las revisiones del género realizadas por
Hyde et al. (2009) y Phoulivong (2011), se propusieron 67 y 68 especies respectivamente,
basandose en caracteristicas morfoldgicas junto con secuencias de ITS. Sin embargo, se ha
considerado que Colletotrichum cuenta con varios complejos de especies, en donde las
secuencias ITS no permiten distinguir facilmente las especies filogenéticas que los conforman
(especies cripticas) (Cannon et al., 2012; Damm et al., 2012; Weir et al., 2012). A partir de
este conocimiento, han surgido estudios para encontrar nuevos marcadores moleculares y
separar estas especies. Por esto, en la revision de Cannon et al. (2012) aumenta el nimero de
especies propuestas a 113, basandose principalmente en varios loci como actina (ACT), -
Tubulina (TUB2), Calmodulina (CAL), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y
factor de elongacion 1-a (EF1 a).

Actualmente, continGan los trabajos que estudian nuevas regiones de ADN en
Colletotrichum para precisar la separacion de especies, como es el caso del locus Apn2/Mat
(Silva et al., 2012; Vieira et al., 2014). No obstante, al considerar un mayor namero de
secuencias nucleotidicas en la delimitacion de especies, también podremos ver reflejada la
diversidad genética natural que presentan los organismos estudiados; por lo cual, éstos pueden
ser separados incorrectamente en diferentes grupos y ser propuestos como nuevas especies. La
compatibilidad sexual y vegetativa son eventos bioldgicos en donde ocurre flujo de informacion

genética entre organismos relacionados biol6gicamente.

!Fitosanidad-Fitopatologia, Colegio de Postgraduados campus Montecillos.
ZParasitologia, Universidad Auténoma Chapingo.
*Correo de correspondencia: dteliz@colpos.mx
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De no encontrar estos eventos entre aislamientos de diferentes especies filogenéticas, se
fortalece la designacion de especies mediante este método (analisis filogenéticos); de lo
contrario, seria conveniente utilizar estas evidencias biolégicas en conjunto con datos

filogenéticos para designacion de especies.

El objetivo de la presente investigacion es determinar la capacidad de compatibilidad sexual
y vegetativa entre cuatro especies filogenéticas relacionadas del clado gloeosporioides.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Los aislamientos del género Colletotrichum estudiados provinieron de
tejido de mango (hojas, ramas y frutos) con sintomas tipicos de antracnosis y fueron
proporcionados por el Dr. Juan Manuel Tovar Pedraza, del Campus Montecillo del Colegio de
Postgraduados. Los aislamientos fueron identificados previamente como C. asianum, C.
dianesei, C. fructicola y C. tropicale mediante el marcador molecular Apn2/MAT. Los
aislamientos se reactivaron, purificaron y conservaron en agua destilada a temperatura ambiente
y ultracongelacion a -80 °C. Los aislamientos se mantuvieron conservados en medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA marca Difco) durante la investigacion.

Compatibilidad sexual y micelial. Se realizaron confrontaciones por triplicado entre todos
los aislamientos para determinar su capacidad de reproduccion sexual y su compatibilidad
micelial. Las pruebas se realizaron en cajas Petri conteniendo PDA, de manera similar a como
se reporto previamente (Cisar et al., 1994). Por cada caja, se transfirieron fragmentos de colonia
(5 mm?) con 10 dias de crecimiento a una distancia de 2.7 cm entre cada fragmento e incubaron
a 25 °C en oscuridad por 30 dias.

Bajo un microscopio estereoscdpico y con ayuda de una aguja entomolégica adherida a una
aguja de diseccion, se explord la linea de contacto del micelio desarrollado por ambos
fragmentos en busca de peritecios. Tres categorias se establecieron: (1) ausencia de peritecios,
(2) presencia de peritecios inmaduros y (3) la presencia de peritecios maduros con ascos y
ascosporas. En el mismo ensayo también se determind la compatibilidad micelial entre
aislamientos de manera similar como lo reporta Darshana et al. (2014) para C. gloeosporioides.
Se observo la linea de contacto del crecimiento de las colonias confrontadas por la parte inferior
de las cajas Petri y se registro su respuesta utilizando las siguientes tres categorias: (1) ausencia
de una barrera de color oscuro (compatibilidad micelial), (2) una barrera de color oscuro tenue

y (3) presencia de una barrera de color oscuro intenso (incompatibilidad micelial).
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Obtencidén de mutantes nit. Para las pruebas de compatibilidad vegetativa, primero se
obtuvieron mutantes nit a partir de los aislamientos silvestres de Colletotrichum spp., como
describieron Brooker et al. (1991). Los aislamientos se inocularon en cajas Petri conteniendo
medio basal (MB) e incubaron por 10 dias. A partir de las colonias desarrolladas en MB se
transfirieron tres fragmentos (5 mm?) a cada una de 10 cajas Petri con MB maés clorato (1.6 g
de L-asparagina disuelta en 20 mL de agua y esterilizada por filtracion, 25 g de KCIO3) e
incubaron hasta por 6 semanas. Posteriormente, con ayuda de un microscopio compuesto y
aguja entomologica adherida a una aguja de diseccion, se transfirieron a MB hifas de sectores
mutantes nit, distinguibles por su rapido crecimiento y escaso micelio aéreo.

Pruebas de compatibilidad vegetativa. Primeramente se realizaron confrontaciones en MB
entre mutantes de cada aislamiento. Aquellas parejas de mutantes que desarrollaron un
crecimiento tipo silvestre (abundante micelio aéreo) en la linea de contacto, se consideraron
complementarias, capaces de formar un heterocarion y fueron seleccionadas dos parejas por
cada aislamiento (mutantes probadoras). Posteriormente, las mutantes probadoras obtenidas de
todos los aislamientos (previamente identificados como especies distintas por métodos
moleculares) fueron confrontadas entre ellas. La ocurrencia de crecimiento tipo silvestre en la
linea de contacto entre mutantes de aislamientos distintos, se consideré como evidencia de la
formacion de un heterocarion y los aislamientos se consideraron miembros de un mismo grupo

de compatibilidad vegetativa.

RESULTADOS Y DISCUSION

Compatibilidad sexual y micelial. Se realizaron 828 confrontaciones entre los 23 aislamientos
estudiados. En las pruebas de compatibilidad sexual todos los aislamientos fueron autoincompatibles.
Sélo ocho confrontaciones desarrollaron peritecios en al menos una repeticion (Cuadro 1), cuatro entre
aislamientos de la misma especie filogenética (C. dianesei) y otras cuatro entre aislamientos de C.
dianesei contra aislamientos de C. tropicale, C. fructicola y C. asianum.

La ocurrencia de compatibilidad sexual en especies de Colletotrichum ha sido ampliamente
documentada (Pinto et al., 2012; Barcelos et al., 2014), a pesar de considerarse dificil de
observar en laboratorio (Cai et al., 2009).

La formacidn de peritecios con ascas entre dos especies filogenéticas distintas (aislamiento
Ca2 de C. asianum con Cd3 de C. dianesei) es interesante ya que demuestra el intercambio de

informacidn genética y que no estan aisladas genéticamente (Souza et al., 2010).
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Cuadro 1. Compatibilidad sexual entre especies filogenéticas del clado gloeosporioides de Colletotrichum.
Se registro un criterio donde ocurrié el mismo resultado en las tres repeticiones.

ct| cf|cat| ca2 | cdl |cd2| cd3 |Cd4|cds|cds

Ct |1° a8 Ct=C. tropicale, Cf=C. fructicola,
Cf |11 Cd= C. dianesei, Ca= C. asianum.
Cal) 1 /1)1 b (1) Ausencia de peritecios, (2)
Ca2| 1|1 1 . o

presencia de peritecios inmaduros,
Cdij2¢|2| 1 ) o
cazl 1111 1 (3) presencia de peritecios maduros
cazl 1111 1 con ascos y ascosporas y (*) no se
Cdd| 11| 1 realizo.
Cds5|1 (1|1 ¢ Celdas sombreadas=
Cd6| 1|12 confrontaciones con peritecios

maduros o inmaduros.

Cuadro 2. Compatibilidad micelial entre algunos aislamientos confrontados. Solo se registré un dato donde
ocurrioé el mismo resultado para las tres repeticiones.

C | Cf | Cal| Ca2 | Ca3 | Ca4 | Ca5 | Cdl | Cd2 | Cd3 |Cd4| Cd5 |Cd6
Ct 1be
Cf 3 1
Cal 3 11,21 1

Ca2 |332(233(331 1

Ca3| 3 (211 1 1 1
Ca4 231212 1 2 313 1

Ca5 (211 1 (223 3 121 233 1
Cdi|312| 1 1 221 1 1 221 1
Cd2| 3 (233323 232 2 122 3 1
Cd3| 3 322|233 323 332 233 212(221 332 313
Cd4 332 1 1 112 1 233 121| 1 1 132 1
Cd5|233| 1 1 112 2 211 1 1 1 * 1 1
Cd6|3,23| 1 1 * 1 32* = 3 3 332 * 211 *
@ Ct= C. tropicale, Cf=C. fructicola, Ca= C. asianum, Cd= C. dianesei.

b (1) Ausencia de una barrera de color oscuro, (2) una barrera de color oscuro tenue, (3) una

barrera de color oscuro intenso y (*) no se realizo.
¢ Con negritas, donde ocurrié compatibilidad micelial en las tres repeticiones.

La evaluacion de compatibilidad micelial entre las cuatro especies filogenéticas mostré que
todos los aislamientos son autocompatibles. Ademas, se observo compatibilidad entre
aislamientos de las especies C. fructicola, C. asianum y C. dianesei (Cuadro 2). El reporte que
se ha encontrado de compatibilidad micelial en este género (Darshana et al., 2014) concuerda
con las caracteristicas de las interacciones en las lineas de contacto entre aislamientos

confrontados en esta investigacion. Aunque estudios de compatibilidad micelial no son
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comunes en especies de Colletotrichum, los resultados obtenidos demuestran que son
frecuentes los aislamientos de distintas especies filogenéticas que comparten un mismo grupo
de compatibilidad micelial.

Compatibilidad vegetativa. A pesar que la obtencion de mutantes nit no fue posible en
algunos aislamientos, se obtuvieron alrededor de 400 crecimientos mutantes en total. Hubo
compatibilidad vegetativa entre aislamientos de C. fructicola, C. asianum y C. dianesei
(Cuadro 3). Algunos de estos resultados estan siendo corroborados y otras confrontaciones

estan por ser evaluadas.

Cuadro 3. Compatibilidad vegetativa de algunas de las confrontaciones realizadas.

Cf| Ca4 | Ca3|Ca6|Cd6| Cd8|Cd9|Cd12
cf |1°
Cad | 1] 1
Ca3 2|3 1
Ca6 | 1| * * 1
cé |11 = 21
C8 [1|2 > 2|2 1
Cdo |2 | * = =*|=* 2 1
Cdi2| » | » * = |=* 2 1 1

& Ct= C. tropicale, Cf= C. fructicola, Ca= C. asianum, Cd= C. dianesei.
b (1) Ocurrencia de compatibilidad vegetativa, (2) ocurrencia de compatibilidad vegetativa que se encuentra
corroborando, (3) ausencia de compatibilidad vegetativa y (*) dato no evaluado.

Se considera que esta es la primera investigacion donde se demuestra la capacidad de
intercambio de informacidn genética entre especies definidas filogenéticamente pertenecientes
a un mismo complejo de especies del género Colletotrichum. Se recomienda utilizar estas
evidencias para consolidar de mejor manera la separacion y agrupacion de las especies que
conforman el género Colletotrichum.

La inclusion de mas aislamientos de especies filogenéticas del clado gloeosporioides en
estudios de compatibilidad sexual, micelial y vegetativa, debera aportar mas bases en la
definicion clara de especies. Ademas, estos estudios pueden extenderse a analizar la capacidad
de intercambio de informacion genética en otros clados que incluyen complejos de especies

filogenéticas en el género Colletotrichum.
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CARACTERIZACION DE LOS FACTORES QUE INFLUYEN EN LA

EVALUACION VISUAL DE ENFERMEDADES EN PLANTAS
Lauro Soto Rojas?, Daniel Nieto Angel?, Cristian Nava Diaz?, Ciro Velasco Cruz ?,

Armando Lozano Rodriguez 3, Angel Lagunes Tejeda*

INTRODUCCION

Los agentes fitopatdgenos son responsables historicos de las mayores pérdidas de vegetales
en condiciones de campo y en almacenamiento. En todo el mundo se realiza una gran cantidad
de investigacion enfocada al control de enfermedades en plantas, principalmente a través de la
aplicacion de plaguicidas quimicos, aunque también se evalta la resistencia de nuevas
variedades, agentes de control biologico y efectividad de las practicas culturales. La
medicion/estimacion de la intensidad de la enfermedad tiene distintas aplicaciones en
Fitopatologia; se emplea en la toma de decisiones y estudios epidemioldgicos; ademas, es (til
para estimar pérdidas potenciales, asi como para comprender los procesos esenciales de la
biologia de los fitopatogenos. Las estimaciones inexactas de la intensidad de la enfermedad
producen conclusiones erroneas, que a su vez podrian originar decisiones y acciones incorrectas
en el manejo de enfermedades.

Las enfermedades en plantas, de forma convencional, son “medidas” a través de variables
como la incidencia o la severidad. En estudios minuciosos, el calculo de la incidencia produce
resultados que, en términos descriptivos, son insuficientes; en esta situacion, la “medicion” de
la severidad ofrece informacion mas detallada de la intensidad de la enfermedad. Sin embargo,
el proceso de evaluacién de la severidad se ha caracterizado por ser subjetivo, lo que
irremediablemente conduce a errores sustanciales. En la actualidad se utilizan distintos métodos
para evaluar la severidad, incluyendo la estimacion visual directa del porcentaje de tejido
enfermo (EVP), la cual se emplea en el 90% de las investigaciones aplicadas (Bock et al. 2010).
Ademas, es frecuente el uso escalas con intervalos que representan diferentes grados de
enfermedad (Chiang et al. 2014; Bardsley y Ngugi 2013). La escala mas utilizada es la
propuesta por Horsfall y Barratt (HB) en 1945 (Bock et al. 2013), asi como todas las escalas
que se han derivado del mismo fundamento (Schwanck y Ponte 2014; Yadav et al. 2013; Nita
et al. 2003).

1. Programa de Fitopatologfa. Colegio de Postgraduados.
2. Programa de Estadistica. Colegio de Postgraduados.
3. Profesor Investigador del Programas en Educacién y Humanidades. ITESM
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Es indispensable que todo método de evaluacion produzca datos con exactitud y precision, sin
descuidar indicadores valiosos como la repetitividad y la reproducibilidad (Bock et al. 2010). Se
ha comprobado que el método EVP proporciona datos mas precisos y exactos en comparacion con
la escala HB, principalmente en el intervalo de severidad 25-75% (Bock 2013; Bock et al. 2009) ;
esto coincide con los resultados de Nita et al. (2003), quienes ademas aseguran que la relacién entre
la severidad real (X) y la severidad estimada (Y) es lineal, no logaritmica como lo supuesto por
Horsfall y Barratt. Adicionalmente, diversas investigaciones (Nutter Jr y Esker 2005), sugieren que
la Ley de Weber se cumple en estudios de Fitopatometria; sin embargo, la Ley de Fechner no se
apega a la realidad. Por lo anterior, en la evaluacion de la severidad, la evidencia cientifica actual
alude a la invalidez del paradigma que dice: la agudeza visual es proporcional al logaritmo de la
intensidad del estimulo.

Distintas investigaciones confirman la confiabilidad del método EVP (Chiang et al., 2015;
Jarroudi et al., 2015; Bock et al., 2015; Bock et al., 2014); sin embargo, exponen la necesidad de
un mejor entendimiento del método y la creacion de planes de entrenamiento para evaluadores. La
presente investigacion tiene como objetivo caracterizar, mediante distintos experimentos, las
relaciones existentes entre la severidad real (X) y la severidad estimada (YY), ademas se analizan
los factores que incrementan la precision y exactitud del método EVP.

MATERIALES Y METODOS

Se realizara una serie de experimentos, examinando hojas de distintos grupos de cultivos
(hortalizas, gramineas y frutales). Mediante el método EVP se estimara la severidad de la
enfermedad, y se analizaran los siguientes casos:

Estilos cognitivos y su relacién con el método EVP. En el presente estudio se evalla el estilo
cognitivo reflexividad-impulsividad; este estilo es un componente que en cada individuo determina
el modo de percibir, recordar y procesar la informacidn obtenida por los sentidos; en este caso se
estudiara la percepcion visual. Las pruebas a utilizar son de uso comun en el estudio de la
reflexividad-impulsividad en la psicologia cientifica (Matching Familiar Figures Test 20, Stroop
Effect Test y Circle Tracing Task). Los indices obtenidos de las pruebas psicoldgicas se
correlacionaran con el tiempo de respuesta, precision y exactitud de los valores de severidad
estimada (Y) obtenida mediante EVP. Este estudio se realizara con 10 evaluadores experimentados
y 10 evaluadores novatos con previa capacitacion.

Morfologia foliar y su efecto en la evaluacion de la severidad. Se evalla el efecto de la forma
de las hojas (linear lanceolada, eliptica, palmeada, lobulada, triangular) en la estimacion por el
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método EVP. Para cada tipo de hoja se tiene un grupo de 32 imagenes que representan todo el
rango de severidad (0-100%), cada hoja se gener6 con el software GIMP usando pinceles creados
con patrones reales de sintomas de distintos patosistemas. El rango de severidad se dividio en 30
intervalos iguales (amplitud 3.33%); dentro de cada intervalo se gener6 un nimero aleatorio que
representd el porcentaje de severidad de la imagen generada. La seleccion aleatorio de los
porcentajes de severidad representados evitd que el estudio fuera afectado por el sesgo sistematico
de seleccidn de nudos, el cual se refiere a que los evaluadores tienen una marcada preferencia por
ciertos valores (5%, 10%, 15%, etc.), de acuerdo con lo que fue descrito por Bock et al. (2010).
Cada grupo de imagenes fue evaluado por el método EVP con el apoyo 10 evaluadores
experimentados y 10 evaluadores novatos con previa capacitacion. En cada intervalo se analiz6 la
distribucion estadistica de Y en relacion con X mediante pruebas de bondad de ajuste. La variable
respuesta se analizara mediante un modelo lineal mixto, para estudiar el efecto de la morfologia
foliar y los evaluadores (20).

Dimensién y distribucion espacial de las lesiones y su efecto en la evaluacion de la
severidad. Se evalla el efecto del tamafio y la distribucion espacial de las lesiones en la estimacion
de la severidad por el método EVP. Para este estudio se tienen nueve grupos de 18 imégenes que
representan el rango de severidad mas comun en patosistemas (0-60%), de acuerdo con Chiang et
al. (2015). Cada grupo se gener6 con el software GIMP usando pinceles con tres patrones de
distribucion de las lesiones (aleatoria, en agregados y uniforme), este factor se combiné con tres
distintos tamafios de lesiones (1%, 5% y 10%). El rango de severidad se dividié en 20 intervalos
iguales (amplitud 3.33%); dentro de cada intervalo se obtuvo un niumero aleatorio que represento
el porcentaje de severidad de la imagen a generar con las combinaciones de los factores (aleatoria-
lesiones 1%, aleatoria-lesiones 5%, aleatoria-lesiones 10%,..., uniforme-lesiones10%). Cada
grupo de imagenes fue evaluado por el método EVP con el apoyo 10 evaluadores experimentados
y 10 evaluadores novatos con previa capacitacion. En cada intervalo se analiz6 la distribucién
estadistica de Y en relacion con X mediante pruebas de bondad de ajuste. La variable respuesta se
analizara mediante un modelo lineal mixto, para estudiar el efecto de la distribucion espacial, el
tamario de las lesiones y los evaluadores (20).

Percepcion cromatica y su efecto en la evaluacion de la severidad. Se evalla el efecto del
color de las lesiones en la estimacidn de la severidad por el método EVP. Para este estudio se tienen
cuatro grupos de 18 iméagenes que representan el rango de severidad mas comun en patosistemas
(0-60%), de acuerdo con Chiang et al. (2015). Cada grupo se generd con el software GIMP usando
pinceles con tres patrones reales de sintomas de distintos patosistemas, este factor tuvo cuatro
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variantes (lesiones negras, lesiones cafés, lesiones grises y lesiones con halo clorotico). El rango
de severidad se dividio en 20 intervalos iguales (amplitud 3.33%); dentro de cada intervalo se
obtuvo un nimero aleatorio que represento el porcentaje de severidad de la imagen a generar con
las cuatro variantes en color. Cada grupo de imagenes fue evaluado por el método EVP con el
apoyo 10 evaluadores experimentados y 10 evaluadores novatos con previa capacitacion. En cada
intervalo se analiz6 la distribucién estadistica de Y en relacion con X mediante pruebas de bondad
de ajuste. La variable respuesta se analizara mediante un modelo lineal mixto, para estudiar el
efecto de la percepcion cromatica y los evaluadores (20). Adicionalmente se disefiara una prueba
para evaluar la interferencia en la evaluacion cuando coexisten dos patdgenos en la misma hoja.

Uso de Diagramas de Area Estandar en la evaluacion de la severidad. Se estudiara el efecto
del uso de diagramas de area estandar (DAE) con intervalos lineales y con diferente nimero de
imagenes (3, 4, 5, 6 y 7). Los DAE se emplearan de dos formas diferentes: como criterio de
clasificacion (CC) y como ayuda para estimacion visual (AEVP). Para este estudio se tiene un
grupo de 22 imégenes que representan todo el rango de severidad (0-100%), cada hoja se generd
con el software GIMP usando pinceles creados con patrones reales de sintomas de distintos
patosistemas. La primera etapa del experimento se realizara mediante la evaluacion de la severidad
utilizando el DAE como CC; posteriormente, los DAE se utilizaran como AEVP, las evaluaciones
se realizardn a intervalos semanales, variando el nimero de imégenes que integran el DAE. Se
analizan los factores que incrementan la precision, exactitud, repetitividad y reproducibilidad del
método EVP. Cada método de evaluacion se ensayd con 5 evaluadores experimentados y 5
evaluadores novatos.

Como avance de esta investigacion se tiene la conformacion de un banco de iméagenes de hojas
con diferentes grados de infeccion; es decir, se tiene hojas con severidad cercana a cero hasta hojas
que presenten la mayor parte de la superficie infectada. Cada hoja fue procesada y analizada con
el programa GIMP para obtener el porcentaje de tejido enfermo, el cual se considera como el valor
real de la severidad de la enfermedad.

RESULTADOS
En la actualidad se tiene un banco de imagenes de hojas de los diferentes cultivos: aguacate,
algodon, calabacita, cebada, chayote, chile, crisantemo, citricos, cacahuate, durazno, fresa, frijol,

jamaica, mango, manzana, maiz, meldn, papaya, pepino, rosal, sandia y vid.
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En condiciones de campo es dificil conseguir una coleccion completa de todos los niveles de

severidad requeridos para esta investigacion. Por lo anterior, se emple0 el programa GIMP para

crear pinceles a partir de patrones de lesiones reales, con esto se gener0 la coleccion completa de

imagenes que se requieren para analizar el efecto de los factores descritos en el apartado anterior.
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Los resultados de experimentos piloto realizados con tres evaluadores (E1, E2 y E3), indican
que E2 (experimentado-impulsivo) tiende a ser mas impreciso (menor valor de R?) en comparacion
con E1 (experimentado-reflexivo); Adicionalmente en los tres evaluadores se observo un sesgo
sistematico con una tendencia a sobreestimar (pendiente mayor a 1), principalmente cuando el
tejido presenta lesiones pequefias (1% aproximadamente). Existe una diferencia notable en la

exactitud entre evaluadores experimentados y novatos.
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DETECCION AEREA DEL INOCULO PRIMARIO Y SECUNDARIO DE LA

ROYA ASIATICA DE LA SOYA EN EL SUR DE TAMAULIPAS
Victorino Santiago Pérez!, Maria de J. Yafiez Morales™, Maria del P. Rodriguez Guzman'y

Antonio P. Teran Vargas?

INTRODUCCION

La roya asiatica de la soya causada por Phakopsora pachyrhizi Sydow y P. Sydow, es una
enfermedad devastadora que se ha expandido a muchas regiones del mundo donde se cultiva la
soya [Glycine max (L.) Merril] (Choi et al., 2008); y por ser un parasito obligado, su estudio es
complejo. Ocasiona una defoliacién prematura y una reduccion del rendimiento (Kumudini et al.,
2008). Con pérdidas de 20% a 80% en condiciones éptimas de desarrollo, y en regiones donde la
enfermedad es endémica los dafios son mas severos (Tremblay et al., 2013). Su distribucién
mundial se debe en parte, a que sus uredosporas se separan de los pedicelos en las uredias con gran
facilidad y son transportadas por las corrientes de aire (Li et al., 2012). En 2004 fue reportada por
primera vez en Estados Unidos en un campo cerca de Baton Rouge, LA (Schneider et al., 2005), y
en 2005 en México en Ebano y Tamuin en el estado San Luis Potosi (Carcamo-Rodriguez et al.,
2006) y el sur de Tamaulipas en la variedad Huasteca 400 (ciclo Primavera-Verano) (Teran-Vargas
et al., 2007). Actualmente se ha extendido a 10 estados de la republica mexicana y de los cuales:
cinco aportan el 94.8% de la produccién nacional de soya. Otros de los cultivos susceptibles en
esos estados son frijol (29.83% de la produccion nacional) y jicama (76.82% de la produccion
nacional) (SIAP, 2014). Por la rapida dispersion de la enfermedad y la importancia econémica de
los cultivos afectados, es de gran interés conocer la densidad del in6culo primario y secundario de
la roya asiatica de la soya para generar informacion que ayude al agricultor a tomar decisiones
sobre acciones preventivas contra P. pachyrhizi. El objetivo del estudio fue monitorear la densidad
y dispersion del indculo primario y secundario. La hipétesis considera que el indculo siempre esta

presente y que de acuerdo a su densidad es la severidad del dafio que causa el patdgeno.

! Colegio de Postgraduados-Campus Montecillo-Fitosanidad
2 INIFAP-CEHUAS
*Autor para Correspondencia: yanezmj@colpos.mx
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecio el 4 de julio de 2014 en Villa Cuauhtémoc del Sur de Tamaulipas
dentro de las instalaciones del Campo Experimental Las Huastecas (CEHUAS), (22°34°14.56’
lat. N; 98°10°19.70’° long. O; 18 msnm) durante el ciclo Primavera-Verano (julio a noviembre) en

una parcela de 2.20 ha con la variedad de soya Huasteca 200.

Identificacion morfoldgica. Se tomaron muestras con sintomas de la enfermedad y se
prensaron. Las muestras fueron observadas en un microscopio estereoscopico (Olympus SZ51) y
se compararon con material del Herbario CMPH de Fitopatologia (hojas enfermas por P. pachyrhizi
colectadas en ciclo anterior, 2013). Se hicieron cortes en KOH al 3%, hoja Gillette, portaobjetos,
glicerol acidificado al 50% Yy cubreobjetos; y en un microscopio compuesto (Olympus CX31) los
montajes con las estructuras morfoldgicas fueron comparados con otros obtenidos de tejidos de
Herbario con P. pachyrhizi. Considerando la forma, color, ornamentacién y las medidas en um; y
como lo describe Sydow y Sydow (1914), y descripcion detallada e ilustrada de Ono et al. (1992).

Identificacion molecular. Se extrajo el ADN, a partir de material infectado y sano, se
analizaron por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y con primers especificos: Ppm1y Ppa2
(Frederick et al., 2002).

Deteccion del in6culo primario: antes de la presencia de la enfermedad.

Trampeo aéreo de uredosporas. Inicié en 25 septiembre del 2014, cuando el cultivo se
encontraba en la etapa fenoldgica (R3); se instalaron 24 trampas a dos alturas (85 y 142 cm),
ubicadas alrededor y centro de la parcela. Las trampas fueron portaobjetos colocados verticalmente
e impregnados por un lado con vaselina-hexano que se colocaron en estacas y Se orientaron con
tres repeticiones al este (E), oeste (O), norte (N) y sur (S); y se cambiaron semanalmente. El conteo
de uredosporas fue en microscopio compuesto a 40X. Se colocaron dos gotas equidistantes de
acido lactico por portaobjeto y se cubrié cada una con cubreobjetos de 18 x 18 mm. En cada

cubreobjetos se conto en todos los campos el total de uredosporas trampeadas.

Inoculo secundario: despues de la deteccion de la enfermedad.
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Trampeo aéreo de uredosporas. Se continud con el trampeo de uredosporas, se considerd como
indculo secundario a todas las uredosporas trampeadas después de la aparicion de las primeras

pustulas y en base a evaluaciones de incidencia y severidad.

Incidenciay severidad. Se evaluaron semanalmente en una etapa reproductiva R5 (octubre 16)
y se hicieron cuatro evaluaciones. a) Incidencia. Fue el porcentaje de hojas enfermas respecto al
total de hojas en cada tercio (inferior, medio y superior) y también, el total de hojas enfermas con
respecto al nimero de hojas muestreados al azar. b) Severidad. Se evalué empleando la escala
propuesta por Godoy et al., 2006. Considerando el promedio del porcentaje (area visual) foliar
enfermo con respecto al porcentaje total de foliolos evaluados (sanos y enfermos) en cada tercio
de la planta. EI muestreo fue en forma de W, = a 12 puntos dentro de la parcela, y en cada punto
de muestreo se evaluaron 50 plantas, tomando un foliolo en cada tercio de las plantas, los sintomas

se observaron con lupa de 40X.

Andlisis estadistico. Los datos obtenidos se sometieron a un anélisis de correlacion, para medir
la intensidad y la forma de asociacion entre variables climatol6gicas diarias [velocidad del viento
(VV), direccién del viento (DV), precipitacion (Pr), temperatura minima (Tn), media (Tm) y
maxima (Tx), y la humedad relativa (HR)] de una estacion automatica ubicada a 600 m del
experimento. Los datos de incidencia y severidad fueron correlacionadas con los datos de indculo
aéreo, obtenidos del conteo de uredosporas en trampas. El analisis se hizo en SAS 9.00 (Statistical

Analysis System, Cary North Carolina).

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacién morfoldgica: los sintomas observados fueron manchas necroticas en el haz y
envés de las hojas y amarillamiento de las hojas, asi como los signos observados al estereoscopio
(uredias) y microscopio compuesto (uredosporas) en montajes y correspondieron a P. pachyrhizi.
Se encontraron uredosporas ovoides, elipsoidales, levemente equinuladas algunas incoloras a color
amarillo marrén; con medidas de 17.5 -37.5 x 15-25 um. Estas medidas fueron similares a las

reportadas por Sydow y Sydow (1914) y Ono et al. (1992) para P. pachyrhizi.
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Identificacion molecular. P. pachyrhizi se confirmé en tejido sintomatico de las muestras
analizadas obtenidas a partir de la aparicion de la enfermedad y en muestras analizadas al final del
ciclo del cultivo. El peso molecular de las bandas amplificadas con los primers especificos fueron
de P. pachyrhizi (Frederick et al., 2002). El testigo positivo tuvo las mismas bandas y el negativo

fue sin bandas.

Deteccidon del inoculo primario. Trampeo aéreo de uredosporas. Las trampas a las dos alturas
detectaron el arribo del inoculo primario (uredosporas) en los tres primeros muestreos (25
Septiembre al 16 de Octubre), y que fluctud por muestreo y orientacion de la trampa (se presentaran
y discutiran gréaficas). Correlacion. Esta fue positiva con la orientacion de la trampa, temperatura
y viento. La densidad del indculo aéreo trampeado del S a 85 cm de altura se correlaciono con la
Tn (o = 0.99), donde a medida que la Tn aumenta, la cantidad de uredosporas trampeadas del S se
eleva. Por otra parte, la cantidad del indculo aéreo trampeado del N se reduce al incrementar la Tx,

y cuando la VV incrementa el indculo aéreo trampeado del O disminuye ¢ =-0.99.

Deteccion del inoculo secundario. Trampeo aéreo de uredosporas. Las trampas a las dos alturas
detectaron el arribo del inoculo secundario (uredosporas) en los siguientes tres muestreos
comprendidos del 23 de Octubre al 13 de Noviembre, y que fluctudé por muestreo y orientacion de
la trampa (se presentaran y discutiran graficas). Correlacion. Si hubo para orientacion de trampas.
A 85 cm de altura, las uredosporas trampeadas en el N, S, E y O aumentan al incrementarse la
incidencia y severidad en el tercio superior (¢ = 0.99), mientras que a 142 cm de altura (¢ = 0.97)
este incremento ocurrio en las trampas del O, S y N. En cuanto a la altura de las trampas, cuando
aumentan las uredosporas trampeadas a 85 cm de altura en las trampas del N, S, E y O, también
tienden a aumentar en las trampas orientadas S, N y O colocadas a 142 cm de altura (¢ = 0.94);
mientras que en las trampas orientadas al E aumentan Gnicamente cuando la cantidad de
uredosporas trampeadas del S se eleva; probablemente se deba a que en los vientos del este

predominen dos corrientes de aire a esas alturas. Se discutira temperatura y viento.

Incidencia y severidad. La correlacion fue positiva entre la severidad en cada uno de los tercios
inferior, medio y superior con o = 0.94, lo cual indico que a medida que la severidad incremente

en un tercio, en el tercio inmediato también incrementa la severidad, lo mismo se observo para la
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incidencia. Por otra parte, la severidad y la incidencia en el tercio superior, son reducidas por el

incremento de la temperatura media (se mostraran graficas cuantitativas).

No se encontro correlacion entre la densidad del in6culo primario y secundario (este Gltimo una
mezcla probable con uredosporas de plantas enfermas en la parcela de estudio) con las variables
de Pr, Tn, HR; sin embargo, existen datos del indculo aéreo secundario por analizar. Se concluye
que los vientos dominantes introducen el indculo inicial (ex-situ) y dispersan la enfermedad dentro
de la parcela donde la temperatura y la velocidad del viento juegan un papel importante en la

liberacion y la fluctuacidn de las uredosporas en el ambiente y dosel vegetal de las plantas.
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VARIABILIDAD GENETICA DE Xanthomonas fragariae Y EVALUACION DE

SU SEVERIDAD EN GENOTIPOS DE FRESA
Noemi Rivera Zabalal, Daniel L. Ochoa Martinez!, Reyna I. Rojas Martinez!, Douglas
Rodriguez Martinez?, Sergio Aranda Ocampo®”

INTRODUCCION

La mancha angular de la fresa ocasionada por Xanthomonas fragariae es una enfermedad de
importancia econdmica a nivel mundial porque reduce considerablemente el rendimiento cuando
ataca el céliz, lo que repercute en la formacion y calidad de frutos (Wyenandt y Nitzsche, 2013);
por lo que esté sujeta a cuarentena en muchos paises (Koike et al., 2005). En México, el cultivo de
fresa es importante socioeconémicamente; siendo los principales estados productores Michoacan,
Baja California, Guanajuato, Jalisco, México, Baja California Sur, Aguascalientes y Puebla. La
bacteria se encuentra regulada por la NOM-007-FITO-1995 relacionada con la importaciéon de
plantulas de fresa y se considera como ausente (SENASICA, 2012). En 2014 se reporto por primera
vez en el estado de Michoacan por Fernandez et al.; actualmente no se cuentan con estudios de
variabilidad genética ni de caracterizaciébn de aislamientos que permitan conocer su
comportamiento en condiciones especificas del pais. El analisis filogenético de los genes hrp y
gyrB se ha utilizado para conocer la variabilidad de esta bacteria asi como para evaluar la
susceptibilidad y severidad de genotipos de fresa en programas de mejoramiento genético de esta
especie. Por lo anterior, los objetivos de la presente investigacion fueron estudiar la variabilidad
genética de X. fragariae y evaluar genotipos de fresa con el fin de generar informacion que permita

un mejor manejo de la mancha angular.

!Posgrado en Fitosanidad-Fitopatologia. Colegio de Postgraduados campus Montecillo. Km 36.5 Carretera México-
Texcoco, Montecillo, Edo., de México, C.P. 56230,*Autor para correspondencia: saranda@colpos.mx
2Investigacion Aplicada-Driscoll’s México. Libramiento Sur 1620 la Luz s/n. Tabachines. C.P. Jacona. Michoacén de

Ocampo.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de material vegetal: se colecto tejido foliar de plantas de fresa que mostraban lesiones
acuosas (sintomas caracteristicos de mancha angular) en los estados de Michoacén, Jalisco y
Puebla, el cual se traslado al laboratorio de Bacterias Fitopatdgenas del posgrado en Fitosanidad-
Fitopatologia del Colegio de Posgraduados, donde fueron procesadas para aislar la bacteria.

Aislamiento y purificacion: de las lesiones acuosas se tomo fluido y se coloco en cajas Petri
con medio de cultivo Wilbrink's-agar (Koike, 1965, citado por Vandroemme et al., 2008). Las
cajas se incubaron a 25°C hasta observar crecimiento bacteriano y se reaisld hasta obtener colonias
puras con coloracion blanco sedoso y apariencia viscosa, las cuales se preservaron en caldo
nutritivo + glicerol al 40% y se conservaron a -20°C.

Pruebas de patogenicidad: se inocularon 14 aislamientos de X. fragariae en plantas de fresa
var. Monterrey siguiendo la metodologia y escala de severidad propuesta por Maas et al. (2000);
las plantas inoculadas se mantuvieron en cdmara de crecimiento a 25-27 °C con humedad relativa
de 50 a 65% Yy fotoperiodo de 16 horas luz. Se registro el periodo de incubacion y la severidad.

Extraccion de ADN bacteriano: se realizO a partir de colonias puras de 72 horas de
crecimiento, siguiendo el protocolo de Minas et al., (2011) con algunas modificaciones.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR): se amplificaron segmentos de los genes hrp y
gyrB con los primers propuestos por Roberts et al. (1996) y Young et al. (2008) que amplifican un
fragmento de 537 pb y 865 pb, respectivamente.

Andlisis filogenético: los productos amplificados fueron secuenciados en Macrogen Corea. Las
secuencias obtenidas se editaron y compararon con otras secuencias de X. fragariae disponibles en
el GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Se construyeron arboles filogenéticos por el
método Neighbour-joining mediante el Programa MEGA 6, empledndose bootstrap con 2000
repeticiones.

Evaluacion de la severidad: se seleccioné la cepa bacteriana con menor periodo de incubacion
obtenido en el test de patogenicidad para realizar las inoculaciones en los siguientes genotipos de
fresa: Fortuna, Festival (variedades publicas), Var. 1, Var. 2, Var 3, Var 4 y Var 5 (variedades de
empresa privada). Se utilizaron dos métodos de inoculacion:

e Inyeccion: con una suspension bacteriana (3x108 UFC/mL) fueron inoculadas 10 plantas
de cada variedad, siguiendo la metodologia de Maas et al. (2000). Las plantas fueron
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observadas cada 24 h hasta registrar el periodo de incubacién y posteriormente cada 4 dias
para evaluar la severidad (diametro de la lesidn) durante 35 dias después de la inoculacion.
e Aspersion: se asperjo hasta punto de goteo una suspension bacteriana a una concentracion
de 3x10® UFC/mL en 10 plantas por variedad siguiendo la metodologia de Bestfleisch et
al. (2015). Se realizaron evaluaciones cada 4 dias durante 35 dias después de la inoculacion

para registrar la severidad con la escala propuesta por estos mismos autores.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de patogenicidad: se obtuvieron 10 aislamientos de X. fragariae del estado de
Michoacan, tres de Jalisco y uno de Puebla. Todos resultaron patogénicos con diferentes periodos
de incubacion y diametro de la lesion que formaron (resultados no mostrados).

Analisis filogenético: el analisis de las secuencias del gen hrp separd al aislamiento 12XfMxJal
del resto, y lo agrup6 con un aislamiento de Bélgica (GenBank Accession JQ387643.1). El resto
de los aislamientos mexicanos se agrupd con un aislamiento de Australia (GenBank Accession
HQ223085) (Fig. 1), lo que evidencia que la bacteria se ha dispersado geograficamente entre los
continentes, probablemente a través de material vegetal enfermo. Es sabido que el gen hrp controla
la capacidad de las bacterias fitopatdgenas para causar enfermedad y provocar reacciones de
hipersensibilidad en las plantas (Lindgren, 1997), por lo que resulta de gran importancia su estudio
y analisis.

El agrupamiento filogenético de los aislamientos mexicanos generado a partir de secuencias de
la region del gen gyrB (Fig. 2) es diferente del obtenido con el analisis del gen hrp, por lo que es
necesario estudiar otros genes, asi como mayor namero de aislamientos. Stoger et al. (2008)
estudiaron la variabilidad genética de X. fragariae mediante Repetitive Sequence-based PCR (rep-
PCR, por sus siglas en inglés), Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC por sus
siglas en inglés) y Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP por sus siglas en inglés) sin
encontrar diferencias entre aislamientos, siendo este el primer estudio de las secuencias de ambos
genes para X. fragariae. Estudios de variabilidad utilizando los genes hrp y gyrB para otras
bacterias fitopatogenas, incluyendo otras especies del genero Xanthomonas fueron consistentes y
resultaron muy Utiles en este tipo de investigaciones (Almeida et al., 2010; Yin et al., 2010; Young
et al., 2008).
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Figura 1. Arbol filogenético Neighbour-joining basado en las secuencias obtenidas de un fragmento de 537 pb
del gen hrp de X. fragariae. Las distancias fueron determinadas usando el método de alineamiento de
secuencias Clustal W, bootstrap 2000 repeticiones.
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Xanthomonas fragariae Corea strain BC3197 DNA gyrase subunit B (gyrB) gene partial cds

Xanthomonas arboricola gyrB gene for DNA gyrase B partial cds strain: MAFF 211940

—
0.01

Figura 2. Arbol filogenético Neighbour-joining basado en las secuencias obtenidas de un fragmento de 865 pb
del gen gyrB de X. fragariae. Las distancias fueron determinadas usando el método de alineamiento de
secuencias Clustal W, bootstrap 2000 repeticiones.

Evaluacion de la severidad. Se encuentra en proceso de desarrollo.
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ETIOLOGIA Y CONTROL DE LA PUDRICION DEL COGOLLO DE LA PINA
Luis A. Aguilar Pérez !, Daniel Nieto Angel*, Daniel L. Ochoa Martinez!, David Espinosa

Victoria?, Andrés Rebolledo Martinez®, Abel J. Reboucas Sao *

INTRODUCCION

La pifia (Ananas comosus) pertenece a la familia de las bromelidceas (Pegg, 2003), ocupa el
tercer lugar de importancia en la produccién mundial de frutos tropicales después del banano y los
citricos (Rohrbach et al., 2003). México ocupa el noveno lugar en produccion mundial con 701
746 toneladas (FAOSTAT, 2013), siendo los principales estados productores Veracruz, Oaxaca y
Tabasco suministrando aproximadamente el 95% de la produccion nacional. En la actualidad se
esta introduciendo el hibrido “MD-2” que tiene gran demanda a nivel internacional (Uriza et al.,
2005). Este material es afectado por varias enfermedades, siendo la pudricion de cogollo una de
las méas importantes, debido a que se presenta inmediatamente después de la siembra, durante el
desarrollo del cultivo y hasta en etapa de produccién o desarrollo del fruto. Esta enfermedad se
caracteriza por causar una pudricién fétida en la base de las hojas, lo cual debilita y causa la muerte
de las plantas, ademas causa altos porcentajes de mortalidad. En Costa Rica y Hawaii se reporta
que esta enfermedad es causada por Phytophthora parasitica y P. cinnamomi (Rohrbach et al.,
2003) mientras que en Thailandia se menciona a Pythium graminicola como el agente causal
(Pornsuriya et al., 2008). En Hawaii posteriormente se encontr6 a Erwinia chrysanthemi asociado
a la enfermedad (Kaneshiro et al., et al 2008). En México se desconoce el agente causal.

Ademas de las enfermedades, se tiene pérdida de fertilidad, de materia orgénica y acidificacion
del suelo propiciado por el monocultivo, quema de residuos de cosecha, aplicacion de altas dosis
de fertilizantes nitrogenados y labranza excesiva del suelo. Esto contribuye a una mayor
susceptibilidad del cultivo a la pudricion del cogollo con la consecuente reduccion del rendimiento.

El manejo de la acidez con cal dolomitica asi como la siembra e incorporacion de abonos verdes
antes del establecimiento del cultivo son practicas que han mostrado una reduccion de la incidencia

de enfermedades con origen en el suelo (Buciené et al., 2003).

!Fitopatologia, 2Edafologia, Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230, Montecillo,
Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

SINIFAP, Campo Cotaxtla;

4 Universidad Estatal del Sudoeste de Bahia, Brasil.
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Negrete et al. (2004) mencionan que Crotalaria juncea es adecuada para ser usada como abono
verde, ya que ademas de aportar materia organica, tienen capacidad de controlar algunas plagas y
enfermedades (Oka, 2010). Con base en lo anterior, los objetivos del presente trabajo son: 1)
Determinar el agente causal de la pudricion del cogollo y 2) Evaluar estrategias de manejo

integrado del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de microorganismos. De junio a octubre de 2012 y 2013 se colectaron plantas de
pifia con sintomas de pudricion del cogollo consistentes en clorosis, amarillamiento, necrosis de
las puntas de las hojas apicales, desprendimiento de las hojas del centro de la planta, halo necrético
localizado de 2 a 5 cm, arriba del punto de desprendimiento y olor fétido del tejido necrotico.

Se colectaron 10 plantas asintomaticas y 20 con sintomas, de estas Gltimas se obtuvieron
fragmentos de tejido de aproximadamente 5 mm de la zona de avance de la lesion. En total se
tuvieron 600 fragmentos de plantas con sintomas y 300 de las asintomaticas, los cuales se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 3% por 3 min, se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril y se secaron con papel absorbente estéril.

Las muestras se sembraron distribuidas homogéneamente en cajas Petri con medio de cultivo
PARPH, PDA, V8 y agar nutritivo. Las cajas se mantuvieron a temperatura ambiente en laboratorio
y se revisaron cada 24 h para observar el crecimiento de microorganismos. Se obtuvieron
oomycetos y bacterias, los cuales se aislaron por cultivo monozoosporico y por estriado,
respectivamente.

Caracterizacion morfologica y molecular. Se describieron las caracteristicas de 100
esporangioforos, esporangios y clamidosporas del oomyceto aislado. La identificacion se hizo con
las claves morfoldgicas de Erwin y Ribeiro (1996) y Gallegly y Hong (2008). Las bacterias aisladas
se infiltraron en rodajas de papa para determinar si causaban pudricion y en hojas de tabaco para
observar respuesta de hipersensibilidad. La identificacion molecular, se realizd de acuerdo al
método de Ahrens y Seemuller (1992).

Inoculacion y reaislamiento. Se inocularon 10 mL de zoosporas del oomyceto aislado a tres
concentraciones (1x10%, 1x10° y 1x108 zoosporas/mL) en dos sitios de la planta (en la base y en el
centro del cogollo). La unidad experimental fue una planta de 30 dias de trasplante y se tuvieron

10 repeticiones por cada concentracion y sitio de inoculacion. Se evalud el periodo de incubacion
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y la incidencia de plantas con sintomas. Una vez presentes los sintomas, se reaislo el
microorganismo en medio de cultivo V8 y se compar6 con los aislamientos obtenidos
originalmente.

Manejo integrado del cultivo. Se evaluaron diferentes estrategias de manejo del cultivo para
disminuir la incidencia de la pudricién del cogollo y aumentar la productividad, mejorando la
fertilidad, pH y contenido de materia organica. Los tratamientos evaluados son: 1. Sin encalado,
sin acolchado, Sin C. juncea; 2. Encalado solo; 3. Acolchado solo; 4. C. juncea solo; 5. Encalado
+ acolchado plastico; 6. Encalado + C. juncea; 7. Acolchado + C. juncea; 8. Encalado + acolchado

+ incorporacion de Crotalaria juncea.

El encalado del suelo se realiz6 aplicando manualmente 2 ton de cal dolomita por hectarea
previo al encamado; el acolchado se hizo con plastico agricola negro calibre 90; se sembr6 a
chorrillo C. juncea en surcos de 80 cm (20 kg de semilla / hectarea) y a los 138 dias después de la
siembra (en floracion) se incorporaron las plantas con dos pases de rastra. El disefio experimental

utilizado fue completamente al azar con arreglo en parcelas divididas.

Se plantaron hijuelos de la variedad MD2 con un peso aproximado de 220 g c/u. Al inicio del
experimento se analizé la fertilidad del suelo. Las variables evaluadas son: incidencia de plantas
con pudricion del cogollo; altura de la planta considerando a desde su base hasta la punta de las
hojas; nimero de hojas por planta; peso de raices y peso de parte aérea. Estas variables se
registraron mensualmente en 10 plantas por unidad experimental, excepto el peso de plantas y
raices, que se evalud cada 3 meses en 5 plantas. Adicionalmente se cuantificd el nimero de
unidades formadoras de colonias de hongos y la poblacion de nematodos de la rizsfera. Se
obtuvieron 10 submuestras de suelo del area de raices de 10 plantas, para obtener una muestra

compuesta de 1 kg. Este muestreo se hizo cada 3 meses.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de microorganismos. Phytophthora sp. se presentd en mayor porcentaje en dos
de los cuatro medios de cultivo utilizados. En PARPH crecid en 142 (94.6%) de 150 fragmentos

de tejido sembrados, en el resto crecieron hongos saprofitos no identificados; en medio V8 se aislo
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en 82 fragmentos de tejido (54.6%); en PDA y agar nutritivo se obtuvieron tres bacterias con
caracteristicas morfoldgicas diferentes.

Caracterizacion morfolégica y molecular. En medio de cultivo V8 el oomyceto desarrolld
colonias esponjosas, de crecimiento algodonoso en forma de roseta; micelio cenocitico, en su
mayoria de crecimiento aracnoide, esporangio predominantemente oval con papila muy
pronunciada con 44 um de largo X 35 um de ancho, clamidosporas intercalares y terminales (28
um de diametro en promedio). Las caracteristicas antes indicadas coinciden con las reportadas
para la especie P. nicotianae (=P. parasitica) (Waterhouse 1956; Erwin y Ribeiro, 1996; Gallegly
y Hong, 2008). El producto de PCR obtenido a partir del DNA de los aislamientos obtenidos fue
secuenciado y comparado con las secuencias del banco de genes teniéndose un alineamiento del
100% con P. nicotianae. Esta secuencia fue depositada en el banco de genes con la clave KJ562359.
Las bacterias no causaron pudricion en papa ni respuesta de hipersensibilidad, por lo que se
descartaron como fitopatdgenas.

Reproduccion de sintomas. Diez dias después de la inoculacién se observd marchitamiento y
amarillamiento progresivo de las hojas en las plantas que se inocularon con el oomyceto en el
cogollo a una concentracion de 1x10° zoosporas por mL; al inocular 1x10° zoosporas por mL se
observaron sintomas a los 22 dias. Se hizo el reaislamiento del oomyceto el cual tuvo las mismas
caracteristicas morfologicas del aislado originalmente con lo cual se cumplen los postulados de
Koch (Agrios, 2005).

Manejo integrado del cultivo. Durante los primeros tres meses de evaluacion, no hubo
presencia de la enfermedad en ninguno de los tratamientos debido posiblemente a que durante este
periodo se presentaron temperaturas elevadas y escasez de lluvias. No hubo diferencias estadisticas
significativas durante los primeros 4 meses en las variables altura, namero de hojas, peso de parte
aérea y peso de raices. Durante este periodo las plantas alcanzaron en promedio una altura maxima
de 84.7 cm. El mayor nimero de hojas observado hasta esa fecha fue de 39.5. EI mayor peso de
parte aérea (780 g) se obtuvo en el tratamiento Encalado+C. juncea. Los hongos asociados a la
rizosfera fueron Trichoderma sp., Penicillium sp., Aspergillus sp. y Fusarium sp. Los nematodos

presentes en suelo son Meloidogyne sp., Pratylenchus sp., Helicotylenchus sp. y Mesocriconema

sp.
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ETIOLOGIA, INCIDENCIA Y SEVERIDAD DE MANCHAS EN HOJAS Y

CALICES DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.) EN GUERRERO, MEXICO

Santo A. Ortega Acostal, Javier Hernandez Morales”, Daniel L. Ochoa Martinez?, José A.
Mora Aguileral, Ciro Velasco Cruz? y Santos G. Leyva Mir3

INTRODUCCION
El estado de Guerrero es el principal productor nacional de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). En

afios recientes se detect6 una enfermedad de etiologia desconocida en este cultivo cuya incidencia
puede ser del 100%. Los sintomas consisten en manchas en hojas y calices, que al coalescer forman
grandes lesiones de forma circular o irregular que afectan la comercializacion de los calices

deshidratados debido a su mala apariencia.

En Guerrero se han reportado los siguientes hongos asociados a hojas: Leptosphaerulina
americana, Corynespora casiicola, Glomerella cingulata, Cercospora sp. y Phomopsis sp.
(Hernandez-Morales et al., 2008). Por su parte Martinez-Sanchez (2010) reporté a Coniella
musaiaensis, Lasiodiplodia theobromae, Corynespora cassiicola y Phomopsis sp. asociados al
manchado de calices. A la fecha no se tienen registros del desarrollo de la enfermedad en las
diferentes etapas fenoldgicas de la planta de jamaica, conocimiento que contribuiria al
planteamiento de estrategias de manejo. Por lo anterior, los objetivos del presente estudio son:
conocer al agente causal de las manchas de hojas y célices de jamaica y evaluar su incidencia y
severidad.

MATERIALES Y METODOS

Etiologia en hojas y calices de jamaica. En 2013 se colectaron hojas de jamaica con
manchas circulares o irregulares con centro color pajizo, bordes negros y halo color parpura, que
al coalescer forman grandes areas necréticas. También se colectaron calices con manchas
necroticas hundidas de forma circular o irregular que se originan en el apice y se extienden a su

base ocasionando un tizon. Como control se colectaron hojas y calices asintomaticos.

!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230, Montecillo,
Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

2Estadistica. Campus Montecillo. Colegio de Postgraduados.

% Departamento de Parasitologia Agricola, Universidad Auténoma Chapingo.

*Autor para correspondencia: hjavier@colpos.mx
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En todos los casos los tejidos colectados se desinfestaron con NaOCI al 1%, se transfirieron a
medio de cultivo PDA y se incubaron a 25°C. El hongo obtenido se identifico con claves
taxondmicas (Barnett y Hunther, 2006; Ellis, 1979) y mediante PCR utilizando los primers ITS4 e
ITS5 (White et al., 1990). Los productos de PCR fueron secuenciados y se obtuvo una secuencia
consenso que fue comparada con la base de datos del GenBank. El hongo aislado se inoculé en
hojas y calices sanos de 15 plantas. Como control, en diez plantas sanas se asperjo agua destilada
estéril. De las plantas inoculadas que mostraron manchas en hojas y célices se reaislé el hongo de

la manera antes indicada.

Evaluacion de incidencia y severidad en hojas y calices de jamaica. La evaluacion de
incidencia y severidad se realiza en diferentes localidades de Ayutla (Cotzalzin y San Miguel a 314
y 395 msnmm, respectivamente) y Tecoanapa (Tecoanatepec y Xalpatlahuac, ubicadas a 417 y 667

msnmm, respectivamente) en los ciclos 2014 y 2015.

En cada localidad se tiene una parcela de 15 surcos de 6.4 m de longitud (1 m entre surcos) y
ocho plantas por surco son evaluadas. Cada planta es dividida en estrato bajo, medio y alto; la
incidencia y severidad se estima en cada uno de ellos utilizando una escala logaritmica
diagramatica que considera el porcentaje de area afectada: a) hojas: clase 0=0%, clase 1=2.3%,
2=6.9%%, 3=18.94%, 4=42.41% y 5=69.9%; b) calices: 0=0%, 1=2.81%, 2=10.1%, 3=30.38%,
4=62.89% y 5=86.81%. Las evaluaciones en hojas se realizan cada 10 dias y en calices
semanalmente hasta la cosecha. En las unidades experimentales no se aplican fungicidas y se
registra la temperatura y humedad relativa con un higrotermégrafo digital.

RESULTADOS Y DISCUSION

Etiologia del manchado de hojas y calices de jamaica. En estas areas sintomaticas se aislé a
Corynespora sp., Colletotrichum sp., Phomopsis sp. y Leptosphaerulina sp. Corynespora se
encontré con mayor frecuencia. En tejido asintomatico se aislé a Colletotrichum sp. y Phomopsis
sp. Las colonias de Corynespora en PDA tuvieron una coloracion grisacea, conidioforos rectos a
ligeramente curvos, no ramificados de color marrén olivo, conidios variables en tamafio, de 34.7-
218.4 um de largos y 7.4-17.6 um de ancho, obclavados a cilindricos, rectos a ligeramente curvos

y de sub-hialinos a olivaceos, con dos a 13 pseudoseptos, caracteristicas similares a las descritas
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por Ellis (1971) para C. cassiicola. La secuencia consenso obtenida de los productos de PCR de
los aislamientos procedentes de hojas y calices de jamaica con sintomas fue de 504 pb y tuvo un

100% de identidad con C. cassiicola al compararla con la base de datos del GenBank.

Por otra parte, las plantas sanas inoculadas en invernadero con C. cassiicola desarrollaron
sintomas en hojas y célices similares a los observados en campo (Figura 1) mientras que las plantas
inoculadas con los otros hongos y las asperjadas solamente con agua no indujeron sintomas. De las
plantas inoculadas que mostraron sintomas se reaislé a C. cassiicola. El rango de hospedantes de
Corynespora cassiicola es muy amplio (Dixon et al., 2009) y en México se habia reportado
previamente asociado a jamaica (Hernandez et al., 2008; Martinez-Sanchez, 2010).
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Figura 1. Sintomas inducidos por Corynespora cassiicola en plantas sanas de jamaica inoculadas en invernadero
A: lesiones necroticas color pajizo con halo purpura a 12 dias después de la inoculacién (ddi). B: manchas
necroticas hundidas en célices (12 ddi). C. Coalescencia de manchas necrdticas (28 ddi).

Evaluacion de incidencia y severidad. La incidencia en hojas y calices en 2014 fue del 100%.
La severidad fue variable, en hojas los mayores niveles se tuvieron a finales de octubre y
posteriormente se observo un ligero decremento. En hojas la mayor severidad absoluta se registrd
en la localidad de San Miguel (43%) y la menor en Xalpatlahuac (16.4%). En célices se observé
un incremento gradual de la severidad y el mayor nivel se tuvo en San Miguel (66.3%) y la menor
en Xalpatladhuac (12.1%) (Figura 2A y 2B). En hojas y calices los mayores incrementos de la
enfermedad se observaron en la floracion y madurez de calices (Figura 2 y 3) lo cual coincide con
lo reportado por Schub (2009) quien observé que en jitomate C. cassiicola se asocia mas

frecuentemente a hojas viejas.
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Los valores mas altos de severidad en hojas y calices se tuvieron en San Miguel, Cotzalzin y
Tecoantepec, sitios en donde ademas se registraron las mayores temperaturas y humedades
relativas promedio (25.7, 25.8, 25.5 °C y 85.7, 85.1 y 85.2%, respectivamente). Contrariamente, la
menor severidad se observé en Xalpatlahuac, lugar donde se registré la menor temperatura y

humedad relativa promedio (24.9 °C y 83.4%, respectivamente). La evaluacion del ciclo 2015 se

encuentra en proceso.
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Figura 2. A) Severidad en hojas y B) célices de jamaica inducidas por Corynespora cassiicola, en cuatro

localidades de Guerrero (Ciclo 2014).
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Figura 3. Severidad de manchas en hojas y calices de jamaica (Ciclo 2014). A: 2.3% (agosto). B. 69.9%
(noviembre). C: 2.81% (noviembre). D: 62.89% (diciembre).

Hasta el momento los resultados sugieren que:
e Corynespora casiicola es el agente causal del manchado en hojas y célices de jamaica
en Guerrero, México.
e La mayor incidencia y severidad de la enfermedad se produjo en la floracion y
maduracion del céliz.
e Se observd una asociacion entre la severidad de la enfermedad con temperaturas

superiores a 25°C y humedad relativa mayor del 85%.
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IDENTIFICACION Y DISTRIBUCION DE RAZAS FISIOLOGICAS DE

Puccinia graminis f. sp. avenae EN VALLES ALTOS DE MEXICO

Adriana Zamudio Colunga?, José S. Sandoval Islas !, Héctor E. Villasefior Mir 2, Julio
Huerta Espino? y Eduardo Espitia Rangel 2

INTRODUCCION

La roya del tallo (Puccinia graminis f. sp. avenae) es una enfermedad fungosa del cultivo de
avena (Avena sativa L.), que dafia cualquier parte de la planta que se encuentre sobre la superficie
del suelo, desde la etapa de plantula hasta la de llenado de grano (Zilinsky, 1984). En ocasiones
reduce el rendimiento hasta en 75% (Epstein et al., 1988). Se controla mediante la siembra de
variedades resistentes, sin embargo, se ha detectado que la mayoria de las variedades recomendadas
para siembra se han vuelto susceptibles a esta enfermedad (Leyva et al., 2004).

En los programas de mejoramiento genético del cultivo de avena la identificacion de razas
fisioldgicas de P. graminis f. sp. avenae es importante, pues permite obtener variedades con mayor
resistencia, conocer los mecanismos de herencia, particularmente la similitud y cuantia de genes
de los genotipos hospedantes inoculados con aislamientos especificos del hongo, detectar nuevas
razas potencialmente peligrosas asi como nuevos genotipos hospedantes (Stewart y Roberts, 1970).

En avena es dificil lograr consenso para generar y utilizar una sola nomenclatura para identificar
y designar razas fisioldgicas de royas. La falta de uniformidad se debe a que distintas variedades
se usan como una misma diferencial, los ambientes para identificar las razas son diferentes y los
sistemas de designacién de las razas también varian. La confusion aumenta cuando se designan
nuevas razas que fisiolégicamente pueden ser las mismas ya clasificadas (Stewart y Roberts, 1970;
Chong et al., 2000).
!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230, Montecillo,
Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
2Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental Valle de
México (CEVAMEX), A. P. 10. C.P. 56230, Coatlinchan, Texcoco, estado de México. Tel: (595)9542277 Ext. 127.
Autor de correspondencia: zamudio.adriana@colpos.mx

Stakman et al. (1923) identificaron las primeras razas de roya del tallo en avena con las

diferenciales Victory, White Tartar y Monarch al analizar muestras provenientes de colectas de
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Estados Unidos y Canada, en 1925, se public6 una clave analitica para formas fisioldgicas en las
variedades White Tartar, Richland y Joanette Strain (Bailey, 1925). Stewart y Roberts (1970)
identificaron 97 razas al usar un grupo de siete diferenciales. Harder (1994) identifico 74 razas en
Canada al utilizar 10 diferenciales. Posteriormente en Estados Unidos Fetch y Jin (2007) al usar 13

genotipos con los genes Pgl, 2, 3,4, 6, 8,9, 10, 12, 13, 15y 16 y Pga, identificaron 67 razas.

Mariscal et al. (2011) determinaron siete genotipos como diferenciales para observar la
diversidad genética del patdgeno en México asi como para identificar las razas fisioldgicas. Para
seleccionar cultivares diferenciales se considera que la planta no se afecte por la densidad de
indculo, que tengan un solo gen resistente a la virulencia del patdgeno, y que presente una reaccion
diferencial (Roelfs y Martens, 1988).

Las areas cultivadas con avena del norte de México, las Grandes Planicies de los Estados Unidos
de América y las praderas del este de Canada, constituyen una sola area epidemioldgica
relativamente estable de la roya del tallo, dominada desde 1963 por un solo fenotipo virulento del
hongo, la raza NA 27 (Roelfs et al., 1979). Villasefior et al. (2007) mencionan que en Valles Altos
de México al parecer inciden mas de 10 razas distintas, que si son clasificadas pudieran ayudar a
conocer la respuesta de los genotipos a estas razas y a determinar la duracion en campo de las
nuevas variedades. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue identificar las razas
fisioldgicas del hongo Puccinia graminis f. sp. avenae para conocer la evolucion y dispersién

regional del patégeno y su uso potencial en programas de mejoramiento genético de este cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Puccinia graminis f. sp. avenae. En 2014 se colectaron 170 muestras de tallos,
hojas y paniculas, en los estados de Hidalgo (22), Morelos (4), Tlaxcala (46), Puebla (33), estado
de México (64) y Distrito Federal (1). De cada muestra se obtuvieron las uredosporas del hongo,

las cuales se almacenaron en capsulas de gelatina a -55°C (Mariscal et al. 2011).

Obtencién de monopostulares. En 170 vasos de unisel con un sustrato de tierra (60%) y

Peatmoss (40%) se colocaron 12 semillas de la variedad susceptible Opalo en cada uno, se
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mantuvieron en invernadero a 20 °C noche y 23 °C dia. Cuatro dias después de la siembra (dds) se
les agrego el herbicida MH-30 (acido maléico) (3,6- dihydrozypyridazine, 99%), en una dosis de
0.2 gL (Sabba et al., 2009). Las uredosporas de cada muestra se suspendieron en aceite mineral
Soltrol® y se inocularon en las plantulas a los 12 dds con boquillas aspersoras; una vez que el
aceite se evapord, los vasos se colocaron en camara humeda por 13 h de rocio y tres h de luz,
posteriormente, se trasladaron al invernadero y se colocaron de manera separada en jaulas plasticas
a 20 °C noche y 23 °C dia. Ocho dias después de la inoculacion (ddi) se observaron las primeras
pustulas, se dejaron solamente cuatro hojas por vaso, cada una con una pustula para evitar mezclas.
Cada pustula form6 un aislamiento monopustular, se colectaron con boquillas colectoras y se
almacenaron en capsulas de gelatina a -55 °C. Las uredosporas de cada pustula se incrementaron
en plantas de Opalo para obtener mayor cantidad de inoculo que sirvié para aplicarlo a las
diferenciales de avena.

Inoculacion de los aislamientos en diferenciales de avena. Para identificar las razas
fisiologicas del hongo se utiliz6 un grupo de 31 diferenciales: Pg-1 a Pg-7, Pg-9 a Pgl13, Gema,
Bachiniva, Diamante, Chihuahua, Cuauhtémoc, Menonita, Karma, Obsidiana, Avemex, Turquesa,
Jade, Paramo, Opalo, S-15, S-106, S-115, S-118, S125 y S-129, las cuales se sembraron en charolas
de plastico con sustrato, se realizaron 48 perforaciones con una plancha de acero y se colocaron
seis semillas en cada perforacion, solo en las hileras 1, 3, 5, 7 y 8 de izquierda a derecha. Las
charolas se identificaron y se colocaron en un invernadero, 14 dds se inocularon con los
aislamientos monopostulares y se colocaron en una camara himeda con 13 h de rocio y tres h de
luz, después se mantuvieron en un invernadero a 23°C dia y 20°C noche.

Lectura del tipo de infeccion en las diferenciales. Los tipos de infeccion (TI) se registraron a
los 14 ddi cuando hubo pustulas, con el uso de la escala de clasificacién del 0 al 4, donde 3y 4
fueron clasificadas como plantulas susceptibles, y 0-, ;-, 1, 2, X como resistentes (Cuadro 1) (Roelfs
etal., 1992).

Anélisis estadistico. Con la frecuencia de razas identificadas en las muestras se realizo un
ANOVA vy prueba de comparacion de medias con Tukey (P=0.05) para determinar cual (es) son

las prevalentes en Valles Altos de México.
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Cuadro 1. Respuestas del hospedante, tipo de infeccion y descripcion de los sintomas para evaluar la roya del
tallo en avena (Roelfs et al., 1992).

Clase TI Sintomas o signos de la enfermedad
Inmune 0- Ningun uredinio presente
.. . No hay uredinios, pecas cloréticas/necréticas que indican
Casi inmune -

hipersensibilidad

Muy resistente 1 Uredinios pequefios rodeados por necrosis
Moderadamente 2 Uredinios pequefios rodeados por clorosis o necrosis; puede
Resistente haber isla verde rodeada por clorosis o necrosis
Heterogénesis X Uredinios de tamafio variable distribuidos en una hoja
Moderadamente . . . .
. 3 Uredinios medianos con cierta clorosis
Susceptible
Susceptible 4 Uredinios grandes sin clorosis

RESULTADOS Y DISCUSION

En los aislamientos hubo diferencias en el tipo de infeccion, con lecturas de ;-, 1, 2, X, 3y 4.
Las variedades Bachiniva, Diamante, Chihuahua, Karma, Turquesa y Jade presentaron un alto
grado de resistencia ante la mayoria de los aislamientos con TI ;-, 1, 2 y X; mientras que Opalo,

Cuauhtémoc y Paramo fueron susceptibles al tener T1 3 y 4.

La diferencial Pg 10 en esta investigacion fue susceptible a 48 aislamientos lo que corresponde
a un 35% de virulencia, este dato es importante debido a que en el estudio de Harder (1999) se
demostrd que contiene altos grados de resistencia, lo que indica que existe variabilidad genética

del hongo entre México y Estados Unidos.

Se detectaron 57 razas diferentes en los Valles Altos de México, de las cuales en el Estado de
México se encontro el mayor numero de razas con 41, Tlaxcala con 18, Puebla con 17, Hidalgo

con 16, Morelos con 3y D.F. con 1.

En el Cuadro 2 se presenta la férmula de avirulencia/virulencia para las razas identificadas con
mayor frecuencia, se observo que no hay virulencia para los genes Pg 8, 10, 12, 13, 15y 16, se
encontrd virulencia en todas las localidades estudiadas para los genes Pg 2, 3y 4. En este mismo
cuadro se puede apreciar que la mayoria de las razas detectadas tienen virulencia para los genes
Pg 2, 3, 4y 6. La raza que presentd un amplio espectro de virulencia fue TNQ encontrada en 21

localidades, seguida de TNB y TPQ detectadas en 12 localidades respectivamente.
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Cuadro 2. Formula de avirulencia/virulencia de razas identificadas en los Valles Altos.

Razas Avirulencia Virulencia Aislamientos
TNQ Pg 8, 10, 15,16 Pg 1,2,3,4,6,9,12,13 21
TNB Pg 8,10, 12, 13,15, 16 Pg 1,2,3,4,6,9 12
TPQ Pg 8,15,16 Pg 1,2,3,469,10,12,13 12
TLQ Pg 8,9, 10,15,16 Pg 1,2,3,4,6,12,13 10
TNG Pg 8,10,12,15,16 Pg 1,2,3,4,6,9,13 8
KNQ Pg 1,8,10,15,16 Pg 2,3,4,6,9,12,13 5
TLG Pg 8,9,10,12,15,16 Pg1,2,3,4,6,13 4

En las zonas productoras de avena existe variabilidad genética de P. graminis f. sp. avenae, al
presentar diferentes tipos de infeccion en los aislamientos analizados, se corrobord una relacién

gen a gen en este patosistema.
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GENETICA DE LA RESISTENCIA A Puccinia graminis f. sp tritici (Uredinales:

Pucciniaceae) EN GENOTIPOS DE TRIGO HARINERO
Elizabeth Garcia Leon'", Héctor E. Villasefior Mir?, Julio Huerta Espino?, José S. Sandoval

Islas?, Santos G. Leyva-Mir?, Ignacio Benitez Riquelme?*, Serafin Cruz Izquierdo®

INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los cultivos alimenticios de primera necesidad con una
superficie sembrada de 225 millones de hectéreas en el mundo (FAO, 2013), en altitudes que van
desde O hasta 3000 m (Huerta-Espino y Singh, 2000). Puccinia graminis f. sp. tritici (Pgt),
patogeno causal de la roya del tallo del trigo, es un parasito biotrofo especializado con una alta
variacion genética para virulencia, debido a mutaciones y recombinacion genética (Singh et al.,
2011). EI mejoramiento genético aplicado al trigo ha reducido los dafios por enfermedades,
incrementando la productividad y el mejor uso de los insumos. Entre los futuros retos del
fitomejoramiento destacan la escasez de agua para el riego, lluvias mas erraticas, mayor fluctuacion
de las temperaturas (ondas de calor y heladas) y la gran variacion de razas de roya que, en su
conjunto, podrian acabar con la produccién nacional (Rajaram et. al., 1988).

En México la roya del tallo del trigo se controlé genéticamente en 1955 con el gen Sr2, derivado
de la variedad Hope (Mclintosh, 1995), gen que a la fecha es efectivo. Sin embargo, se estima que
la raza TTKSK cominmente denominada Ug99 (Jin et. al., 2007, 2008) ha sido devastadora en el
continente africano y podria llegar a México entre 5 y 7 afios, por lo que requeriria cambiar al
menos el 75 % de las variedades recomendadas actuales debido a su alta susceptibilidad
(Villasefior-Mir, 2006). La combinacion de un mayor nimero de diferentes genes de resistencia
con efectividad parcial y total, proporciona una resistencia durable y estable (Anderson, 1998). En
diversos paises se ha detectado germoplasma con buenos niveles de resistencia a esta enfermedad,

mismo que caracterizado, se podria incorporar a las lineas élite de México.

!Fitopatologia.Colegio de Postgraduados.56230.Montecillo, Estado de Meéxico. elizabeth.garcia@colpos.mx.
2Campo Experimental Valle de México. INIFAP. 56250. Los Reyes-Texcoco, Coatlinchan, Estado de México.
SParasitologia Agricola. Universidad Auténoma Chapingo. 56230. Chapingo, Estado de México. “*Postgrado en

Recursos Genéticos y Productividad-Genética. Colegio de Postgraduados.56230.Montecillo, Estado de México.
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Bajo este contexto, en México se introdujo dicho germoplasma con la finalidad de identificar
nuevas fuentes de resistencia para incorporarlas a variedades de trigo comerciales actuales. El
objetivo de la presente investigacion fue: determinar la herencia de la resistencia a la severidad del
dafo causado por Puccinia graminis f. sp. tritici raza RTR en las progenies Fz de las cruzas entre
los genotipos ‘Huites’ y ‘150’ con los progenitores ‘Cacuke’, ‘Bonza 63°, ‘Romero’, ‘Apav-14"y

‘Apav-92°.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de generaciones F1, segregantes F2 y familias Fs: Los progenitores se sembraron
en el vivero de cruzamientos del Campo Experimental Valle de México—INIFAP y se realizaron
cruzas entre los genotipos ‘Huites’ y ‘150° con los genotipos ‘Romero’, ‘Bonza 63°, ‘Cacuke’,
‘Apav-14" y ‘Apav-92°, originando las cruzas ‘Huites’ X ‘Romero’, ‘Huites’ X ‘Bonza 63’,
‘Huites’ X ‘Cacuke’, ‘Huites’ X ‘Apav-14’ y ‘Huites’ X ‘Apav-92’; ‘150’ X ‘Bonza 63 y ‘150’ X
‘Cacuke’. Se obtuvo la primera generacion filial (F1). La F1se sembré en parcelas de cuatro surcos
de 1.0 m de longitud, de manera espaciada en el ciclo P-V/2012 en el CEVAMEX ubicado en
Chapingo, Méx. para avanzarlas a la generacion F2; en cada parcela se cosecharon todas las plantas
individualmente. De cada una de las cruzas se eligieron tres plantas para sembrar su semilla de
manera espaciada en el ciclo O-1/12-13, en el Campo Experimental INIFAP Bajio, Gto., con el
objetivo de obtener de cada planta 50 familias Fs.

Manejo experimental e inoculaciones: En el CEVAMEX, en el ciclo P-V/2013 se sembraron
entre 98 y 118 familias Fs derivadas de los cruzamientos. Para lograr una alta incidencia de la
enfermedad, se sembré una mezcla de genotipos susceptibles a la raza RTR en plantula y planta
adulta en bordos con doble surco en la periferia y plantas entre cada parcela, las cuales actuaron
como fuente dispersante de indculo. La raza de roya del tallo usada fue RTR. La inoculacion se
Ilevd a cabo mediante aspersores manuales a los 30, 35 y 37 dias después de la siembra con una
suspension de urediniosporas en aceite mineral como vehiculo de dispersion.

Registro de datos: La primera toma de datos se realizd una vez que el progenitor susceptible
de cada cruza alcanzo de 90 a 100 % de infeccidn en la hoja bandera y la segunda 7 dias después.
En las familias se registré el porcentaje de infeccion de acuerdo con la escala modificada de Cobb
(Peterson, 1946). En las familias heterocigoticas identificadas por su segregacion, se utilizd la

misma escala y se registro el dato promedio de infeccion. Cada familia F3 se clasifico en cuatro
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grupos (Singh y Rajaram, 1994). Grupo 1: Familias homocigéticas con una respuesta similar a la
del progenitor resistente; Grupo 2: Familias homocigédticas con una respuesta similar a la del
progenitor susceptible; Grupo 3: Familias heterocigoticas segregantes, hasta un porcentaje
intermedio; Grupo 4: familias heterocigoticas segregantes en las que se agrupan todas las
categorias, de plantas tan resistentes como el progenitor resistente, intermedias y tan susceptibles
como el progenitor susceptible.

Analisis de datos y pruebas estadisticas: Las frecuencias esperadas de las familias Fz en planta
adulta es bajo el supuesto de que la resistencia es condicionada por al menos un gen de efecto
aditivo y que las frecuencias de las familias homocigoéticas susceptibles determinan el nimero de
genes de resistencia. Para el analisis genético las frecuencias observadas y esperadas se compararon
mediante la prueba de Ji-cuadrada (X?), el valor de tablas y la significancia se determin6 de acuerdo
a la X? que obtuvieron las proporciones de las familias de cada cruza. Para el valor de tablas se
usaron n-1 grados de libertad, donde n es el numero de grupos de clasificacion de familias F3
(Infante y Zarate de Lara, 1998).

Analisis molecular: Se realiz6 la caracterizacion génica a los progenitores mediante la
metodologia SNP (Single Polymorfic Nucleotide) para la deteccion de genes en planta adulta;
mediante la técnica de extraccion DNA-CTAB de los Protocolos del Laboratorio de Mejoramiento
Molecular del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT)
(http://repository.cimmyt.org/xmlui/handle/10883/3221).

RESULTADOS Y DISCUSION

No se observd distribucion discreta de clases que pudiese indicar la presencia de genes de
resistencia de efectos mayores o factores de resistencia de dominancia completa; lo que se observo
fue una variacién continua en la expresion de la resistencia de las familias F3 tipica de un tipo de
herencia poligénica. Los progenitores ‘Huites’ y ‘150’ mostraron los niveles mas bajos de

severidad a la raza RTR de 10 y 0 % respectivamente.

Genética de los cruzamientos con el progenitor ‘Huites’: En el cruzamiento de ‘Apav-92° x
‘Huites’; las proporciones de 3:105:1, resistentes, segregantes y susceptibles, respectivamente, se
observa que la resistencia de ‘Huites’ en planta adulta esta condicionada por dos genes de efecto

aditivo, por lo que en las frecuencias observadas en planta adulta de las cruzas ‘Apav-14’ x ‘Huites’
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20:81:8, ‘Huites’ x ‘Romero’ de 18:77:2, ‘Huites’ x ‘Bonza 63’ de 31:66:1 y ‘Huites’ x ‘Cacuke’
de 25:73:0; resistentes, segregantes, susceptibles se confirma que el progenitor resistente ‘Huites’
posee dos genes de efecto aditivo, mientras que los progenitores: ‘Romero’, ‘Bonza 63’ y ‘Cacuke’
contribuyen con solo un gen de efecto aditivo. En la cruza de ‘Huites’ x ‘Cacuke’ se podria tener
por lo menos un gen en comun debido a que no se observaron familias homocigéticas susceptibles,
ademaés de que al analizar la distribucién de frecuencias de los niveles de la enfermedad, las familias
tienden a la resistencia, lo que evidencia la presencia de 3 genes de efecto aditivo, dos de ‘Huites’
y uno de ‘Cacuke’, ademas de que en el analisis génico el progenitor ‘Huites’ tiene el gen Sr58 y
‘Cacuke’ los genes Sr2, Sr57 y Sr58. En los cruzamientos de ‘Huites’ x ‘Romero’ y ‘Huites’ x
‘Bonza 63’ el nivel de infeccion de la enfermedad se relaciono con lo obtenido por Harder (1999),
quien demostrd que la presencia de 2 a 3 genes de efecto aditivo que contribuyen hacia mayores
niveles de resistencia. De acuerdo al analisis génico de éstos progenitores se detectd la presencia
del gen Sr58 en ‘Bonza 63’ y el gen Sr57 en ‘Romero’ cual se detecté por medio de un marcador
morfolégico, es decir se observé la presencia de necrosis en la punta de la hoja, lo cual coincide
con los estudios por Rouse et al. (2014) en el que demostraron que el gen Sr57 confiere resistencia
a Pgt. Aunado a esto, también se detecto la presencia de un melanismo en la base de las espiguillas
y en los entrenudos de los tallos mejor conocido como Pseudo-black chaff, marcador morfol6gico
ligado al gen Sr2, el cual coincide con lo demostrado por Faris et al. (2008), quienes observaron
altos niveles de resistencia en contra de la roya del tallo en las familias derivadas con las cruzas
del progenitor ‘Cacuke’.

Genética de los cruzamientos con el progenitor ‘150°: En el cruzamiento de ‘150’ x ‘Bonza
63’°, se observo que ‘Bonza 63’ es susceptible en campo ya que alcanzd niveles de 70 % de
severidad sin embargo el progenitor ‘150’ presentd niveles de 0 % de severidad; al analizar las
familias observamos que existio una proporcion de 8:81:0, con ninguna familia susceptible y con
una distribucién que tiende a mayor numero de familias segregantes, postulando la presencia de 2
genes de efecto aditivo proveniente del progenitor ‘150’ el cual presenta el gen Sr58 y un gen de
‘Bonza 63’; sin embargo, existen familias con niveles de severidad del 0 %, lo cual puede deberse
a que tienen un gen en comun o existe segregacion transgresiva. En ‘150’ x ‘Cacuke’ se presentan
una distribucion similar a ‘150’ x ‘Bonza 63, ya que tiende a la resistencia, y con solo una familia
homocigdtica susceptible como el progenitor susceptible, comprobando la presencia de 2 genes de

‘150’ y uno de ‘Cacuke’.
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Singh et al. (2008) realizaron estudios en las estaciones experimentales de CIMMYT para
determinar la efectividad del gen Sr2 en la resistencia a Ug99, y postularon que éste gen tiene
efecto aditivo al dafio causado por Puccinia graminis f. sp. tritici cuando existe la presencia de 2 o

3 genes de efecto poligénico en conjunto.

Villasefior-Mir (2009) demostré que la presencia de mas de tres genes de efecto aditivo en royas
es deseable en todo programa de fitomejoramiento; para acumular més de tres genes aditivos
quedaria la posibilidad de generar el entrecruzamiento o la combinacion entre la variedad Huites o
la 150 con otras variedades que posean cierto grado de resistencia. Ademas, se ha demostrado que
no existen efectos negativos en el rendimiento (Huerta-Espino y Singh, 2000; Villasefior-Mir et
al., 2003). Un andlisis mas detallado de la resistencia a la roya del tallo en poblaciones derivadas
de ‘Huites’ y ‘150’ podrian proporcionar a los fitomejoradores de trigo recursos genéticos valiosos
para el desarrollo de variedades con niveles deseables de resistencia a royas, incluyendo Ug99. Sin
embargo, ésta resistencia debe ser evaluada y confirmada a través del uso de marcadores
moleculares y a la caracterizacion fenotipica de las lineas obtenidas en éste estudio.

Se demostrd que ‘Huites’” posee dos genes de efecto aditivo que confieren resistencia en los
cruzamientos derivados de este progenitor, mientras que ‘Apav-14’, ‘Bonza 63°, ‘Romero’ y
‘Cacuke’ aportan solo 1 gen de efecto aditivo. En la genética de ‘150’ se observan 2 genes de efecto

aditivo sumados al efecto de 1 gen de ‘Bonza 63’ y ‘Cacuke’.

El progenitor ‘Cacuke’ mostré mayor nivel de resistencia al tener como fondo genético a tres
genes Sr2, Sr57 y Sr58 los cuales le confieren resistencia, este progenitor puede ser utilizado para

posteriores estudios.
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INTRODUCCION

La roya de la hoja (LR) y roya amarilla (YR), causadas por Puccinia triticina y P. striiformis
respectivamente, son enfermedades foliares importantes de trigo (Triticum aesivum) en el mundo;
debido a que puede vencer la resistencia especifica de variedades nuevas, por la evolucion hacia
nuevos biotipos o razas fisioldgicas del patdgeno y porque se reproducen rapidamente y pueden
moverse a distancias muy grandes (Singh et al., 2011). La estrategia que mas ha apoyado el control
de esta enfermedad, es el uso de la resistencia genética que se basa en utilizar variedades resistentes,
requiriéndose asi constantemente fuentes de resistencia para este cereal; por lo cual, una alternativa
para lograr mayor durabilidad, es generar variedades que posean resistencia durable (poligénica,
multigénica, horizontal o cuantitativa) basada en genes que confieren resistencia de patogenia lenta
(slow rusting) (Singh et al., 2001). En el caso de la roya amarilla se deben combinar de 4 a 5 genes
de efecto aditivo para reducir el progreso de la enfermedad a niveles tan bajos que s6lo se puedan
observar porcentajes de severidad minimos. Hasta la fecha se han catalogado 67 genes que
confieren resistencia para YR y 74 para LR (Mclntosh et al., 2013); y de estos Lr34 / Yr18 / Pm38
/ Sr57 (Singh et al., 2012), Lr46 / Yr29 / Pm39 / Sr58 (Singh et al., 2013), y Lr67 / Yr46 / Pm46 /
Sr55 (Herrera-Foessel et al., 2014). Los génes Lr68 (Herrera-Foessel et al., 2012) tienen efectos
pleiotrépicos y confieren resistencia en planta adulta (APR) a las royas de la hoja, amarilla, del
tallo y cenicilla polvorienta.
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Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

I Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Valle de México. Coatlinchan
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Huites F95 desde su liberacion como variedad ha mostrado resistencia a roya amarilla y de la
hoja en afos y ambientes por lo cual, el objetivo del presente trabajo es determinar e identificar
loci de caracter cuantitativo (QTLS) que confieren resistencia a LR y YR a la variedad de trigo

harinero Huites F95.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal: ¢l germoplasma utilizado como progenitor susceptible fue “Avocet-YrA” que
cruzado con el progenitor resistente “Huites F95” derivo una poblacion de 139 lineas endogadmicas
recombinantes (RILs). El avance generacional de plantas F. a Fs se realizd por el método masal
con seleccion y en la F4 se derivaron familias Fs. Los padres y RILs se multiplicaron y la semilla

se utilizo para todos los ensayos.

Experimentos en campo: los padres y los RILs de “Avocet/Huites F95” se evaluaron para LR
en cuatro ambientes (Valle de Yaqui Cd. Obregon Son. 2012-2013, 2013-2014 y 2014-2015; EI
Batan Texcoco en 2014). YR se evalu6 en Toluca, México en los ciclos 2013, 2014 y 2015, y en
El Batan, Texcoco, estado de México en 2015. Las parcelas de campo fueron de aproximadamente
70 plantas que incluyeron dos filas paralelas de 0.7 m. una mezcla de genotipos susceptibles a YR
y LR se sembr6 a un lado de cada parcela y alrededor de la zona experimental. Se crearon epidemias
artificiales utilizando una mezcla de las razas de P. triticina MCJ/SP y MBJ/SP, y para YR una
mezcla de las razas MEX96.11 y MEX08.13. Las inoculaciones se realizaron mediante suspension
de urediniosporas en aceite Sotrol usando un atomizador manual. La severidad de la enfermedad
se registro de acuerdo con la escala de Cobb modificada (Peterson et al., 1948) y la respuesta del

hospedante a la infeccion se determind de acuerdo con Roelfs et al. (1992).

Anélisis genético y estadistico: los experimentos en campo tanto de YR como LR presentaron
una sola repeticion. Las 139 RILs se clasificaron en tres categorias fenotipicas con base en la
severidad de la enfermedad y respuesta a la infeccion, de acuerdo a Singh y Rajaram (1992):
homocigotos parentales tipo resistente (HPTR), homocigotos parentales tipo susceptible (HPTS),
y las lineas cuyas respuestas fueron diferentes de las de los dos padres (OTROS). Las estimaciones
del nimero de genes para LR y YR se realizaron mediante el anélisis de segregacion mendeliana

tradicional chi-cuadrada (X?).
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Marcadores moleculares, construccion de mapas de ligamientos y anélisis de QTLs: la
extraccion de ADN de los padres y de cada uno de las RILs se hizo utilizando el método CTAB
(CIMMYT, 2005). EI genotipo de la poblacién se realizé con los marcadores DArTs (Diversity
Arrays Techonology) y SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Triticarte, Australia) y
posteriormente se probaron en la poblacion 50 SSR para identificar posibles regiones genémicas
de interés. Los mapas de ligamientos se generaron con JoinMap 4.1, el analisis de QTLs se realizara
con el programa QTL IciMapping 4.0 y los mapas de QTL se visualizaran con MapChart 2.3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Anélisis genético: las variables temperatura y humedad favorecieron el desarrollo de la
enfermedad en todos los ciclos estudiados, 1o que permitio realizar la evaluacion y clasificacion de
las familias Avocet/Huites F95. Al analizar el comportamiento de las familias respecto a los niveles
de infeccion y al clasificarlas en HPTR, HPTS y OTROS, no se observo una distribucion discreta
de clases que pudiese indicar la presencia de genes de resistencia de efectos mayores; lo que se
observo, fue una variacion continua o distribucion normal que indica que la resistencia en la
variedad Huites F95 se debe a varios genes o cuantitativa (Figura 1), esto coincide con los reportes
de otros estudios en términos de distribucién fenotipica en poblaciones con resistencia lenta a la
enfermedad (Singh et al., 2012) . Por otra parte con base a las frecuencias esperadas y observadas
mediante la prueba de X? se determind que de 4 a 5 genes de efectos aditivos controlan la resistencia

a roya de amarilla y de 2 a 3 genes controlan la resistencia a roya de la hoja (Cuadro 1).

Cuadro 1. Estimacion del niumero de genes de resistencia en planta adulta a roya de la hoja y roya amarilla
basados en el analisis de segregacién Mendeliana para la poblacién Fs Avocet/Huites F95.

Categoria No. de RILs (planta adulta)
LR12-13 LR13-14 LR2014 LR14-15 YR2013 YR2014 YR2015T YR2015B
HPTS 33 5 7 16 11 1 4 2
HPTR 17 16 6 11 8 2 3 1
Otros 89 115 125 110 120 130 131 134
Error 0 3 1 2 0 6 2 3
Total 139 139 139 139 139 139 139 139
No. genes 2 3 3 3 4 4 4 4
P valor® .08 .06 .07 .38 .01 .07 .55 .06

@ P- valor es para la prueba de y2. La relacion esperada para los grupos de RILs: HPTS, HPTR, y Otros son
0.191:0.191:0.618, 0.084:0.084:0.832 y 0.037:0.037:0.926 para la segregacion de 2, 3 y 4 genes que se heredan de
forma independiente en la generacion Fs.
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Figura 1. Frecuencia y distribucion fenotipica de la 139 lineas endogamicas recombinante (RILs) de la
poblacién Avocet x Huites F95 evaluada en cuatro ambientes a) lectura final de LR b) lectura final de YR.

Andlisis molecular: con la informacién obtenida del genotipo se procedi6 a realizar un analisis
preliminar para identificar las posibles regiones gendmicas de interés, se tomaron en cuenta para
el andlisis 678 marcadores DArTs y 3400 SNP, posteriormente se probaron en la poblacion 50
Simples Secuencias Repetidas (SSR). Para identificar la presencia del gen Lr46 se probo en la
poblacion un CAPs (Secuencia polimoérfica amplificada y corta). Con la informacion de los
marcadores DArTs, SNP, SSR y CAPs se generaron 67 grupos de ligamientos y posteriormente
conjuntando la informacidn fenotipica (% de severidad de YR y LR) y con el apoyo del programa
QTL IciMapping 4.0 se buscaran los diversos QTLs que le condicionan resistencia a roya de la

hoja y amarilla a la variedad de trigo Huites F95.
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FUENTES DE RESISTENCIA A LA RONA DE LA ESPIGA Y PRODUCCION

DE MICOTOXINAS EN LINEAS AVANZADAS DE CEBADA MALTERA
Mirna Bobadilla Meléndez?, Ana M. Hernandez-Anguiano **, Mauro R. Zamora Diaz ?,

Pawan Kumar Singh 2 Monica Mezzalama®, Sergio Sandoval Islas?, Mateo Vargas

Hernandez*

INTRODUCCION

La produccion de cebada (Hordeum vulgare L.) se ve afectada por diversos patdgenos entre los
que destaca Fusarium, agente causal de la fusariosis o rofia de la espiga. La fusariosis afecta la
produccion por la disminucion del rendimiento, peso y calidad del grano y semilla lo que repercute
en el sector agropecuario, alimenticio e industrial por las pérdidas econémicas que se registran (9,
7). En los dltimos afios la incidencia de esta enfermedad se ha incrementado, en cebada se presenta
durante la antesis y maduracion del grano cuando las condiciones de temperatura son calidas y la
humedad relativa es alta (1, 3). Debido a que algunas especies de Fusarium producen diversas
micotoxinas las cuales dafian la salud de animales y personas que consumen granos o productos de
cebada contaminados, entre las medidas de control de la fusariosis se encuentra el uso de variedades
resistentes (1, 6). Esto para disminuir la incidencia del hongo en el grano pues un porcentaje alto
de la produccion se destinada a la industria maltera. Cabe destacar que la mayor parte de la
superficie sembrada en México se establece con variedades generadas por el Programa Nacional
de Mejoramiento de Cebada del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) y que las investigaciones que se han desarrollado sobre la resistencia a la
fusariosis y produccion de micotoxinas son pocas por lo que el objetivo de este trabajo es identificar
fuentes de resistencia a la fusariosis y produccién de micotoxinas, en lineas avanzadas de cebada
maltera del INIFAP.

!Fitopatologia-Colegio de Postgraduados-Montecillo; 2INIFAP ~-CEVAMEX; *CIMMYT-EI Batan; “Universidad
Auténoma Chapingo
*Autor de correspondencia: ahernandez@colpos.mx
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MATERIALES Y METODOS

Evaluacion de incidencia y severidad en campo. Se establecieron médulos en un disefio
experimental de cuadro latino, en Almoloya, Hidalgo; Cuyoaco, Puebla; Nanacamilpa, Tlaxcala; y
Santa Lucia, Texcoco, Edo. de México. La incidencia y severidad se evaluaron en 131 lineas
avanzadas del INIFAP con infeccion natural de la fusariosis, durante el ciclo primavera-verano
2014 en condiciones de temporal. Las lineas se organizaron en ensayos denominados: 01, 02, 03 y
élite en base al ciclo de seleccion. Para la severidad se uso una escala de 1 a 9 donde: 1< 5%, 2=5—
17%, 3=18-30%, 4=31-43%, 5=44-56%, 6=57-69%, 7=70-82%, 8=83-95% y 9>95% (2).
Después de la cosecha la semilla se almaceno a 4°C.

Deteccion y aislamiento de especies de Fusarium. Se establecio la prueba de papel secante-
congelacién con semilla del ensayo elite para detectar y aislar especies de Fusarium asociadas a
cada una de las 16 lineas que conforman este ensayo para pruebas futuras de patogenicidad en
campo e invernadero. Se tomo una submuestra de 240 semillas dividida en tres repeticiones de 80
semillas cada una. La semilla se desinfest6 con hipoclorito de sodio al 5% por 1 min en agitacion
y enjuago con agua destilada estéril. La semilla se colocd en cajas con tapa sobre papel filtro y
sanitas humedecidas con agua destilada estéril. Las cajas se mantuvieron a temperatura ambiente
por 48 h, después a -20°C por otras 48 h y finalmente a a temperatura ambiente por siete dias. Las
colonias fungicas desarrolladas en la semilla se observaron bajo lupa, microscopio compuesto
(Olympus, modelo CHK) y estereoscopico (Velab, modelo VE-S4). Para la identificacién se utilizé
el Manual de Laboratorio del CIMMYT (8), y el Manual The Fusarium Laboratory Manual (4)
considerando: color y textura de colonia, formay longitud de conidi6foros, forma, color y septacién
de conidios, y presencia de estructuras fructiferas. Se estimd el porcentaje de incidencia de hongos.

De las colonias de Fusarium se tomaron muestras para la preparacion de cultivos monosporicos.
Previamente se verifico la esporulacion y produccion de macro y microconidios caracteristicos en
portaobjeto sobre una gota de agua. Solo aquellas colonias con estructuras tipicas se seleccionaron
para preparar cultivos a partir de un conidio en agua agar. Después de 24 h se tomd un trozo de la
colonia desarrollada y se depositdé en PDA sobre una hoja de clavel para incrementar la

esporulacién del hongo.
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Determinacion de resistencia y/o susceptibilidad en invernadero. Se establecieron dos lotes
con semilla de 131 lineas de cebada maltera de ciclos de seleccion 01, 02, 02A, 03 y Elite. Un lote
se establecid el 19 de febrero de 2015 (Fecha 1); y el otro, el 26 de febrero de 2015 (Fecha 2). Estos
lotes se establecieron en macetas de plastico de 25x25 con sustrato peat moss, con 10 semillas por
maceta y fertilizacion (100- 40 — 20) con triple 17. En la etapa de grano lechoso las plantas se
inocularon por aspersién con una suspension de conidios de Fusarium graminearum, de una cepa
del Laboratorio de Fitopatologia del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT). Después de la inoculacion, las espigas se cubrieron con bolsa de plastico trasparente

por 48 h 'y a los 16 dias después de la inoculacion se evalud la incidencia y severidad.

RESULTADOS Y DISCUSION
Incidencia y severidad de la fusariosis en campo. Aungue no se encontraron diferencias
(0=0.05), las lineas de los ensayos 01, 02 y 03, de menor ciclo de seleccion, presentaron indices de
severidad bajos respecto al de las lineas élite, de mayor ciclo de seleccién (Cuadro 1).

Cuadro 1. Incidencia y severidad en lineas de cebada registradas por localidad.

Linea ciclo de No. de lineas Promedio incidencia/severidad
seleccion
Santa Lucia Cuyoaco Almoloya Nanacamilpa
01 25 25/1 23/1 22/1 21/1
02 60 59/1 56/1 54/1 50/1
03 30 30/1-3 22/1 26/1 19/1-2
Elite 16 16/1-3 16/1-2 12/1 14/1-2

Cuadro 2. Promedio anual de las condiciones climaticas en las localidades de estudio.*

Localidad Estado Precipitacion mm  Humedad relativa  Temperatura °C
%
Almoloya Hidalgo 500-550 60-80 11
Cuyoaco Puebla 550-600 60-80 12
Nanacamilpa Tlaxcala 500-550 60-80 13
Santa Lucia Edo. de México 550-600 60-80 15

* Red de estaciones agroclimaticas del INIFAP

En Santa Lucia las lineas élite registraron la mayor incidencia y severidad de la enfermedad
resultado que se correlaciond con la mayor precipitacion (550-600) y temperatura (15 °C)
registrada en la localidad (Cuadro 2). Chrpova, Sip et al. (2011) indican que las condiciones

ambientales prevalecientes durante el desarrollo del cultivo tiene un efecto en la incidencia de la

87

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

rofia de la espiga, mientras que la expresion de la severidad esté influenciada por la resistencia de

cada material.

Especies de Fusarium asociadas a la semilla. Se detectaron siete especies de Fusarium F.
equiseti, F. avenaceum, F. graminearum, F. dimerum, F. sambucinum, F. oxysporum y una especie
sin identificar. De F. equiseti se aislaron 17 cepas que se caracterizaron por presentar
macroconidios de 47 um de largo x 5 um de ancho, con 4 a 7 septos, con célula apical alargada y
con una célula pie desarrollada, con clamidosporas solitarias, agrupadas o en par, inicialmente las
colonias fueron blancas y con el tiempo se tornaron café-naranja. De F. avenaceum se aislaron 11
cepas caracterizadas por presentar macroconidios de 52 um de largo x 4 pm de ancho, célula apical
curva-puntiaguda con la célula pie desarrollada, sin clamidosporas, colonias inicialmenteblancas y
después café. De F. graminearum se aislaron 5 cepas que presentaron macroconidios de 40 um de
largo x 4 pum ancho con célula aplical curva puntiaguda y célula pie bien desarrollada,
clamidosporas en cadena, agrupadas o aisladas, colonia blanco-café. Se ha reportado a F.
graminearum como la principal especie relacionada con la fusariosis, en este estudio las especies
que se encontraron con mayor frecuencia fueron F. equiseti y F. avenaceum. Logrieco, et al (2002)
mencionan que tanto F. graminearum como F. equiseti producen toxinas del grupo de los
tricotecenos (Zerealenonas, Deoxinivalenol y Nivalenol).

Incidencia y severidad de la fusariosis en invernadero. Aunque todas las lineas registraron
incidencia la severidad de la enfermedad fue en general baja en ambas fechas (fecha 1 y fecha 2)
de siembra. El promedio de severidad registrado por fecha fue: lineas ensayo 01, 2-3; lineas ensayo
02, 1-1; lineas ensayo 02A, 2-1; lineas ensayo 03, 3-1; y lineas ensayo elite, 2-3, respectivamente.
Aunque es posible que las condiciones ambientales del invernadero hayan influido en la baja

severidad de la fusariosis los valores registrados son similares a los registrados en campo.
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HERENCIA DE LA RESISTENCIA A Sporisorium reilianum f. sp. zeae

(USTILAGINALES: USTILAGINACEAE) EN MAIZ
Guillermo Méarquez Licona !, Carlos De Ledn !, Fernando Castillo Gonzéalez?, Santos G. Leyva

Mir?, Mateo Hernandez Vargas?, Marco A. Hernandez Bello®

INTRODUCCION

El agente causal del carbon de la espiga del maiz es Sporisorium reilianum f. sp. zeae (Kiihn)
(Martinez et al., 2001). El sintoma principal de la enfermedad es la produccion de soros negros
Ilenos de teliosporas que reemplazan total o parcialmente a la mazorca y/o panoja (Xu et al., 1999).
La infeccion inicia en la raiz, razon por la cual en etapas tempranas de la infeccion hay una
proliferacion de hifas alrededor de ésta (Martinez et al., 2001). El hongo puede infectar a las plantas
en emergencia o en la etapa de plantula, por medio de teliosporas presentes en el suelo. Una vez
dentro de la plantula, el hongo crece sistémicamente con el meristemo (Xu et al., 1999). El carbon
de la espiga del maiz es una enfermedad importante en areas templadas en donde el maiz se cultiva
a nivel mundial (Wang et al., 2012; Li et al., 2008). Se han documentado pérdidas importantes por
esta enfermedad de hasta 30 al 50 % (Kruger, 1962; Simpson, 1966) y en algunos casos se han
reportado pérdidas de hasta el 80% (Tusa et al., 1981). En México, S. reilianum causa dafios
econdmicos importantes en regiones productoras de maiz en los Valles Altos y la problematica se
ha extendido afectando otras areas del altiplano mexicano (Ramirez et al., 2011). Anteriormente,
la principal estrategia de manejo de le enfermedad fue el control quimico a través de la
incorporacion de diferentes fungicidas a la semilla, sin embargo, actualmente la resistencia genética
a la enfermedad es la medida mas viable para el manejo de la enfermedad (Li et al. 2008). Es por
lo anterior que el presente trabajo se planted con el objetivo de determinar la base genética de la
resistencia a S. reilianum f. sp. zeae en germoplasma de maiz con endospermo blanco. Esto
coadyuvara al desarrollo de estrategias de mejoramiento genético mas efectivas para la

incorporacion de la resistencia genética en materiales comerciales susceptibles.

Y Instituto de Fitosanidad. Colegio de Postgraduados. Km. 36.5 Carretera México-Texcoco, Montecillo, Texcoco
56230, Estado de México.
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MATERIALES Y METODOS

Se partio de 60 lineas S2 procedentes de una poblacion de maiz de endospermo blanco, con
amplia base genética, derivadas de un programa de seleccion y mejoramiento para S. reilianum f.
sp. zeae en los estados de México e Hidalgo. En el verano de 2013, 160 lineas S3 de endospermo
blanco se generaron en un vivero de seleccién y mejoramiento que se establecio en el Municipio
de Valle de Bravo, Méx. En el invierno de 2014 se recolectaron panojas y mazorcas de plantas de
maiz infectadas con S. reilianum f. sp. zeae, en un lote comercial de maiz del hibrido Cardenal
(Asgrow®) localizado en el Municipio de Tenango del Valle, Méx. La viabilidad del inoculo se
verificd previo a la inoculacion de la semilla. De cada linea S3 se inocularon 22 semillas (Quezada
et al., 2013). Se usaron como testigos semillas de maiz de los hibridos AS1503® (Aspros), Az
41801® (Azteca), Dekalb 2061® (DeKalb) y Euros® (Unisem) todos de endospermo blanco y

susceptibles al carbén de la espiga.

La respuesta a la infeccion a S. reilianum f. sp. zeae de las lineas S3 se llevé acabo en un predio
del Ejido Cinta Larga, Mixquiahuala, Hgo. La respuesta a la infeccion de las lineas S3 se registrd
en la etapa de floracion por observacion visual de los sintomas del carbédn tanto en la mazorca como
en la panoja de las plantas de cada linea. Se seleccionaron las 10 lineas S3 con grano de endospermo
blanco, contrastantes para el caracter resistencia al carbon de la espiga del maiz (5 tolerantes y 5
susceptibles), la cuales sembraron en un terreno localizado en el campo experimental del INIFAP
Zacatepec, Mor., con el prop6sito de generar todas las combinaciones posibles requeridas en el
disefio de apareamiento dialélico Tipo Griffing Modelo I.

En el ciclo de siembra de invierno, se realizaran los cruzamientos para constituir un dialelo, en
el cual se incluiran todos los cruzamientos directos posibles (RXR, RxS y SxS). Los 10 progenitores
y los 45 hibridos resultantes de endospermo blanco conformaran un total de 55 entradas del disefio
de apareamiento dialélico. En el ciclo de siembra 2016 primavera-verano se obtendra la F2 y en el
ciclo 2016 otofio-invierno se evaluara la F1, F2 y progenitores en dos localidades, Toluca y Valle
de Bravo, Méx. La siembra en campo se realizara agrupando por generaciones (progenitores y
cruzas) y aleatorizandolas independientemente, utilizando un disefio experimental de parcelas
divididas con tres repeticiones. Las parcelas mayores incluiran los diferentes materiales generados

(progenitores y cruzas) y las parcelas menores las progenies resultantes del cruzamiento directo.

91

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

La unidad experimental consistira de un surco de 3 m separados 80 cm, sembrando 11 sitios
separados a 50 cm entre ellas, dejando 2 plantas/sitio después del raleo, para establecer un
equivalente a 50 000 plantas/ha. La semilla se inoculara (Quezada et al., 2013) para evaluar la

respuesta de las plantas a la enfermedad.

Los datos del dialélico se analizaran siguiendo el método propuesto por Hallauer y Miranda
(1981) que combina distintas ventajas de andlisis de dialélicos del modelo Gardner y Eberhart
(1966) con los de Griffing (1956). Por tratarse de un Modelo | o fijo, ya que las lineas se
seleccionardn por su reaccion particular de resistencia o susceptibilidad al carbén de la espiga, y
constituyen la poblacion que se desea estudiar, el anlisis dialélico se restringe a la evaluacién de

efectos genéticos, especialmente de los valores de aptitud combinatoria general y especifica.

Utilizando el programa SAS, se correran los andlisis de varianza de la variable correspondiente
al indice de enfermedad para el carbon de la espiga, por localidad y el analisis combinado de las
dos localidades. Asi, se estimara la magnitud de los efectos de la variacion y el tipo de accién
génica que controla la resistencia en los materiales evaluados (efectos de aptitud combinatoria
general vs aptitud combinatoria especifica) utilizando el Modelo | de Hallauer y Miranda (1981)
con n =10 progenitores y 45 cruzamientos. Se determinara la significancia de los factores
principales incluyendo ambientes, genotipos, cruzamientos, padres vs cruzas, aptitud combinatoria
general y especifica, asi como la interaccidén con el ambiente y el cuadrado medio de error del

experimento.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 160 lineas S3 de endospermo blanco evaluadas, 58 mostraron infeccién por S. reilianum
f. sp. zeae, de las cuales se seleccionaron las 5 lineas con mayor porcentaje de infeccion para usarse

como progenitores susceptibles (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Lineas S3 de endospermo blanco con mayor porcentaje de infeccion de S. reilianum f. sp. zeae

No. No.de  No. De estructuras enfermas Total Porcentaje de incidencia
de plantas Espiga Mazorca Ambas enfermas Espiga Mazorca Ambas Total
linea

14 12 0 2 2 4 0.00 16.67 16.67  33.33
17 13 0 4 1 5 0.00 30.77 7.69 38.46
18 15 1 2 3 6 6.67 13.33 20.00  40.00
77 11 0 0 6 6 0.00 0.00 54.55 54.55
103 11 0 5 0 5 0.00 45.45 0 45.45

De las 102 lineas S3 de endospermo blanco resistentes se seleccionaron las 5 mejores en base a
caracteristicas agronémicas deseables (Cuadro 2), las cuales fungiran como parentales resistentes
en el disefio dialélico.

Cuadro 2. Lineas S3 de endospermo blanco sin infeccion de S. reilianum f. sp. zeae, con caracteristicas
agrondémicas deseables

No. No. de No. De estructuras enfermas Total Porcentaje de incidencia

de plantas Espiga Mazorca Ambas enfermas Espiga Mazorca Ambas Total
linea

66 14 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
68 20 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
86 17 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
87 16 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
117 10 0 0 0 0 0.00 0.00 0.00 0.00
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REDUCCION DE ESTRES HIDRICO EN MAIZ MEDIADA POR BACTERIAS

ENDOFITAS DE LA RAIZ
Alma Sanchez Bautista !, Carlos De Leon Garcia de Alba !,Paul Goodwin !, Sergio Aranda

Ocampo!, Emma Zavaleta Mejia®

INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es el tercer cultivo alimenticio méas importante en términos de fuentes
de energia y proteina en la nutricion humana. Es un cultivo C4 con una alta tasa de actividad
fotosintética. ElI cambio climético y el uso de tierras marginales para la produccion de cultivos
requieren el desarrollo de sistemas innovadores adaptados a ambientes estresantes, especialmente
el estrés por sequia. En este cultivo, se reportan pérdidas de rendimiento anuales por sequia de
alrededor del 15% del rendimiento (Edmeades, 2008).

El cambio climatico y el crecimiento de la poblacion, proyectan que en los proximos afios la
produccion de los principales cultivos (maiz, cebada, trigo, etc.) sea en zonas marginales
principalmente con déficit de agua (Edmeades, 2008). El estrés por sequia tiene efectos drasticos
sobre el crecimiento, el contenido de agua de la hoja y la fotosintesis de las plantas de maiz. Se ha
determinado que diversas poblaciones bacterianas son capaces de mantener el equilibrio biologico
y la sostenibilidad en el suelo bajo condiciones de estrés (Kavamura et al., 2013); y que en
condiciones de estrés, las plantas son mas dependientes de estos microorganismos promotores del
crecimiento vegetal (PGPR) (Kloepper et al., 1989). Varios PGPR se reportan para inducir
tolerancia al estrés de sequia en algunas plantas como el trigo, maiz, girasol, cafia de aztcar (Kasim
et al., 2013). Las bacterias endofiticas pueden llegar a ser mas importantes que bacterias de la
rizosfera, pues tiene la capacidad de lograr un contacto mas intimo con los tejidos vegetales
(Naveed et al., 2014). En esta investigacion se pretende determinar si las bacterias endofiticas
aisladas de la raiz de maiz: Pseudomonas geniculata, Pseudomonas hibiscola, Sinorhizobium
meliloti y Agrobacterium tumefaciens pueden mejorar el crecimiento de plantulas de maiz en

condicion de estrés hidrico.

! Fitosanidad-Fitopatologia, Colegio de Postgraduados, Km. 36.5 Carretera México-Texcoco, Montecillo, Texcoco,
Edo. México

! Plant pathology, School of Environmental Sciences, University of Guelph, Guelph, Ontario, Canada.

Autor de correspondencia: zancheza@gmail.com
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizo semilla de la linea DTMA-182 susceptible a sequia (linea endocriada de CIMMYT).
La semillas se desinfestaron con etanol al 70% por 3 min y posteriormente con hipoclorito de sodio
al 2% (NaClO) por 5 min, seguido de 3 lavados con agua destilada estéril. Las semillas se
sembraron en charolas de cavidades hasta cumplir 10 dias a partir de su emergencia. Las bacterias
endofiticas aisladas de raices de plantas de maiz e identificadas como Pseudomonas geniculata,
Pseudomonas hibiscola, Sinorhizobium meliloti y Agrobacterium tumefaciens se prepar6 en medio
nutritivo agar-extracto de levadura y peptona y se incubaron a 28°C por 48h. El inoculo bacteriano
se prepar6 en una suspension en 20 ml agua destilada estéril a una densidad de 108 UFC/mI de
acuerdo con la escala de Mcfarland. La inoculacion de las raices se realizo en plantulas de maiz
con 10 dias de emergencia mediante inmersion en la suspension bacteriana por 30 minutos en
agitacion constante a 110 rpm. El experimento en invernadero se realizd en el Colegio de
Postgraduados. Las plantulas de maiz inoculadas en la raiz con bacterias endofiticas se sembraron
en bolsas negras de plastico con 5 kg de suelo estéril, cada maceta con 5 plantulas de maiz por
tratamiento y 5 repeticiones. Se utilizaron 2 controles: 1) control con riego y 2) control sin riego.
Los tratamientos se mantuvieron con riego durante 6 dias, en el séptimo dia se suspendi6 el riego
para todos los tratamientos excepto para el control con riego y se tomaron lecturas de los
parametros fisioldgicos: contenido de clorofila, tasa fotosintética con un SPAD 502 Plus,
temperatura de la hoja, tasa de transpiracion, conductancia estomatica con el Li-6400 Sistema de
fotosintesis portatil y se calcul6 el uso eficiente del agua. Posteriormente se retiraron 3 plantas de
cada tratamiento para la lectura de peso fresco y longitud de raiz y tallo. Finalmente, para obtener
el peso seco de la planta, se colocaron en un horno de secado (Riossa HS-62) a 60° C por 72hrs.
Las evaluaciones se realizaron a los 7, 14, 21 y 28 dias después del trasplante. El experimento se

repitio 2 veces. Los datos obtenidos fueron graficados para su interpretacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas inoculadas con bacterias endofiticas mostraron diferencias entre tratamientos y con
respecto a los controles y. En el contenido de clorofila, se observo que las plantas inoculadas

mostraron un incremento significativo en el contenido de clorofila en comparacion con los
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tratamientos control; las plantulas inoculadas con P. geniculata presentaron un mayor contenido

de clorofila. Respecto a la tasa fotosintética, se observo que después de 7 dias en estrés, el control

sin riego mostré mayor actividad fotosintética en comparacion con el resto de los tratamientos;

todos los tratamientos mostraron una reduccion de la tasa fotosintética excepto el control con riego
que registré un incremento de la tasa fotosintética de los dias 7 al 28.
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Figura 1. Parametros fisioldgicos de plantulas de maiz inoculadas con bacterias endofiticas, A) Contenido de
clorofila, B) Tasa fotosintética, C) Temperatura de la hoja, D) Conductancia estomatica, E) Tasa de

transpiracion, F) Uso eficiente del agua.

Para la variable temperatura de la hoja, esta permanecio alta durante los 28 dias en el control sin

riego en comparacion con las plantas inoculadas con A. tumefaciens y P. geniculata que registraron

una reduccion en la temperatura de sus hojas a partir de la primera semana sin riego. Una de las

variables de mayor relevancia es la conductancia estomatica, la cual nos permite evaluar el estado
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hidrico evaluar el estado hidrico de la planta ya que existe una estrecha relacion entre el cierre de
estomas y la falta de agua; por lo tanto, también se llega a dar una reduccion de la tasa de
transpiracion (Sepulcre-Canto et al., 2006). En este contexto, se observo que en el control sin riego,
se redujo la conductancia estomatica y la tasa se transpiracion, mientras que las plantas del
tratamiento control con riego incrementaron ambos parametros conforme transcurren los dias.
Existen plantas que son més eficientes en el uso del agua dependiendo de su tasa de transpiracion
ya que la planta es capaz de reducir la apertura de los estomas por mayor periodo de tiempo
(Cochard et al., 2002). En este experimento se calculo la eficiencia del uso del agua para cada uno
de los tratamientos y los resultados indicaron que las plantas del control sin riego mostraron una
mayor eficiencia como resultado de mantener los estomas cerrados por un mayor periodo como
reaccion de defensa a la condicion de estrés hidrico. En cuanto a las caracteristicas agronomicas de
las plantas inoculadas con los endofitos, las plantas tratadas con A. tumefaciens mostraron mayor
longitud del tallo y de raiz. De igual manera, dentro de los tratamientos con bacterias endofiticas,
destacan nuevamente las plantas inoculadas con A. tumefaciens las cuales registraron la mayor

cantidad de peso fresco y seco.

12 &0

SHOOT ROOT SHOOT ROOT

B4 tumefaciens fAF105) B P geniculats (EBH0T) O p hibiscola (TLO15) B4 tumefaciens JAFI05) B P geniculats (EB007) 0P fibiscola (TLOTS)

CI5. meiilati (TLO10) B Cantral sin riego ElCantral con riega 15, mefilot (TLOL0) HCantrol sin rega ElCantrol con riega
Figura 2. Caracteristicas agronomicas de plantulas de maiz inoculadas con bacterias endofiticas (A) Longitud
de la planta, (B) Longitud de raiz, (C) Peso fresco planta y raiz, (D) Peso seco planta y raiz.

En esta investigacién, la bacteria endofitica Pseudomonas geniculata se proyecta como otro

tratamiento que favorece las caracteristicas agronomicas y fisioldgicos de las plantulas de maiz en
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condiciones de sequia. Es comun ver que el crecimiento y desarrollo de las plantas pueden
reducirse en condiciones de estrés debido a los mecanismos bioquimicos y fisiol6gicos
deteriorados. Estas alteraciones adversar a la planta pueden ser reducidas mediante el uso de
organismos benéficos que logren mantener un equilibrio en los procesos bioldgicos de la planta,
promoviendo una respuesta mediante diversos mecanismos que ayuden a las plantas en su

crecimiento bajo condiciones de estrés.
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GENETICA DE LA RESISTENCIA A LA ROYA DEL TALLO EN CUATRO

GENOTIPOS DE TRIGOS DURQOS
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INTRODUCCION

Las royas son las enfermedades mas destructivas en los cereales y pueden afectar desde la etapa
de plantula hasta el llenado del grano, algunas variedades han mantenido cierta resistencia durante
muchos afios (Roelfs, 1988). EI mejoramiento genético es el principal mecanismo para controlar a
las royas de los cereales, mediante el empleo de variedades resistentes (Johnson, 1981). Sin
embargo, algunas variedades contraen la enfermedad cuando sélo han sido sembradas por una vez,
en la mayoria de los casos, si no en todos, los fracasos han obedecido al inadecuado conocimiento
previo de las virulencias presentes en la poblacion patdgena. En algunos otros casos se han
producido mutaciones o quizas recombinaciones de los factores de virulencia existentes que

superaron la resistencia del hospedante (Singh et al., 2000).

En México, recientemente no se han realizado estudios de resistencia genética en trigos duros,
la falta de ello se debe a que desde 1950 con el efecto del gen Sr2 se logré el control en México a
la roya del tallo (P. graminis f. sp. tritici) (Huerta-Espino et al., 2011). Por lo que, se tiene que
trabajar ante la posible evolucion del patdgeno por la presion de seleccion que se ha sometido por

estos afos.

!Fitopatologia, Instituto de Fitosanidad, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados. Carr. México-Texcoco, Km.
36.5, 56230, Montecillo, Texcoco, Edo. de México. 2Campo Experimental Valle de México, INIFAP, km. 13.5, Carr.
Los Reyes- Texcoco, Coatlinchan, 56250, Edo. de México.

3Departamento de Parasitologia Agricola, UACh, Carr. México-Texcoco, Km. 38.5, 56230, Chapingo, Edo. de
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®Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero, Carr. Iguala-Cocula, km 14.5, Cocula, Gro.
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100

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

El 90 % de la superficie sembrada de trigos duros en México, es ocupada por las
variedades Cirno C2008’, Samayoa C2004, Movas C2009, Quechehueca y Bayoreca por sus altos
rendimientos, pero no se sabe el nUmero de genes que les confiere la resistencia a la roya del tallo,
por ello se planteo la presente investigacion con los objetivos de conocer cuantos son los genes que
le confieren la resistencia a las variedades "Atil C2000°’, Cirno C2008’, Samayoa C2004’y Movas

C2009’y determinar la herencia de la resistencia a roya del tallo en la progenie Fs.

MATERIALES Y METODOS

Material genético. Se utilizaron las variedades de trigo duro‘Atil C2000’, Cirno
C2008’, Samayoa C2004 y Movas C2009; estas variedades sobresalen por su rendimiento,
resistencia a las royas y por la superficie sembrada en el Noroeste de México. Se utiliz6 el genotipo

Noio que es susceptible en plantula y planta adulta a todas las razas fisioldgicas de la roya del tallo.

Obtencion de las familias Fsy evaluacion en plantula. Los progenitores se sembraron en la
tercera semana de diciembre de 2012 en el campo agricola experimental valle de México
(CEVAMEX) del INIFAP ubicado en Chapingo, México. En marzo de 2013 se efectuaron las
cruzas de las variedades resistentes con el susceptible (Noio), y entre las variedades resistentes x
resistentes mediante el método emasculacion-polinizacion manual simple (Gonzélez et al., 2005),
y se obtuvo la primera generacion filial (F1), de la cual se avanz6 hasta la generacion Fs. La
obtencion de las familias Fs fueron seleccionadas en campo y se cosecharon al azar 150 plantas
individuales de cada cruza. Las familias F3 y los progenitores se evaluaron en plantula durante el
ciclo P-V/2015 en el invernadero del Laboratorio Nacional de Royas y otras Enfermedades de
Trigo (LANARET) del INIFAP-CEVAMEX. Las familias de cada cruza se sembraron en charolas
de plastico (20 x 30 x 6 cm de ancho, longitud y profundidad, respectivamente) se agregd una
mezcla de tierra preparada y peat moss (60:40), se marcaron pequefios surcos y orificios marcados
con una plancha de acero. La siembra se efectud de dos formas: 1) para las cruzas resistentes x
susceptibles se sembro en charolas con dos hileras y cinco columnas (capacidad para 10 familias,
se colocaron 20 semillas por familia), 2) Para las cruzas resistentes X resistentes se sembré en
charolas de ocho hileras y seis columnas (capacidad para 48 familias, se colocaron 8 semillas por

familia). Las charolas se mantuvieron en un invernadero, a una temperatura de entre 20 y 25°C. Se
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utilizé laraza RTR, para inocular las plantulas de 10 dias de edad con aspersiones de urediniosporas
suspendidas en aceite mineral soltrol a una concentracion de 1 x 10 mL™. Despues, las plantulas
se colocaron en una camara de rocio por 9 h 'y 3 h de luz a temperatura de 20°C, y después de haber

transcurrido 16 h, se trasladaron a un invernadero con una temperatura de 24°C.

Clasificacion de las familias y analisis estadistico. A los 12 d después de la inoculacién se
evaluaron los tipos de infeccion con una escala de 0 a 4, de acuerdo con Roelfs et al, (1992). Las
familias se clasificaron en dos y tres grupos. Grupo 1: familias homocigotas con una respuesta
similar a la del progenitor resistente (resistentes), grupo 2: familias heterocigotas segregantes en
las que se agrupan resistentes y susceptibles como los progenitores y el grupo 3: familias
homocigotas con una respuesta similar a la del progenitor susceptible. Las frecuencias observadas
y esperadas se compararon mediante la prueba de Ji-cuadrada (X?) (Infante y Zarate de Lara, 1990).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para determinar el nimero de genes se tomd como referencia el nimero de familias
homocigotas susceptibles, las cuales facilitan tener una estimacion facil y rapida en campo, bajo el
supuesto de que la virulencia del patdgeno es recesiva y la resistencia en planta es dominante. Las
frecuencias observadas y esperadas se muestran en el Cuadro 1 de las familias en plantula de las
cruzas de las variedades resistentes x el susceptible (Noio). Las cruzas Noio x ATIL C2000 y Noio
x CIRNO C2008’ las frecuencias se agruparon para su andlisis en 81:78 y 103:76, resistentes:
susceptibles respectivamente, ambas frecuencias se ajustaron a la relacién fenotipica 9:7 lo que
indica que ATIL C2000 y CIRNO C2008 poseen dos genes dominantes complementarios de
resistencia. Zhang et al. (2008) en un estudio genético a la resistencia a roya de la hoja encontraron

la misma relacion génica al evaluar familias F3 con las razas BBBD y THBJ.

En el progenitor MOVAS C2009, las frecuencias observadas en plantula de la cruza Noio x
MOVAS C2009 se ajustd a una proporcién 249:7, en donde la resistencia esta condicionada por
cuatro genes dominantes complementarios, por lo que MOVAS C2009 tiene cuatro genes
dominantes de resistencia y la resistencia de las plantulas fue alta. Para la cruza Noio x SAMAYOA
C2004 se obtuvieron las frecuencias 48:84:38, resistentes: segregantes: susceptibles, la proporcion

a la que se ajusto fue 1:2:1, lo que indica la presencia de un gen de resistencia dominante.
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Cuadro|1.-Distribucion y frecuencias relativas de las familias F3 en plantula de las cruzas con el progenitor susceptible Noio.
Grupo
Cruza No. de familias F3 Frecuencia relativa
RES(1) SEGINT(2) SEG(3) SUSC (4) T 1 2 3 4 R No.degenes TABIX? CAL X2
29
NOIO/ATIL C 2000 52 58 20
81 78 150  89.44 6956  9:7 2 3.84 1.82
23 80 57 19
NOIO/CIRNO C2008
103 76 179  89.44 69.56 9:7 2* 3.84 2.65
NOIO/MOVAS C2009 4 131 6
172 6 178 1733 4.87 2497 4« 3.84 0.27
NOIO/SAMAYOA C2004 48 84 38 170 425 85.0 425 1:2:1 1 5.9 1.2
T= total |de familias evaluadas; Res= resistente observado; Seg Int= segregantes intermedios; Seg= segregante; Susc= susceptible; R= relacién fenotipicaj Cal X?=

X2 calcu

ada; Tab X?= X? de tablas; con 1 y 2 grados de libertad, o= 0.05.
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Esto con cuerda con lo reportado con Olivera et al. (2008); al realizar la cruza entre plantas
resistentes por susceptibles e inocular con la raza TTTT de P. graminis f. sp. tritici. Singh y
Mclntosh, (1987) obtuvo la misma relacion fenotipica 1:2:1, al igual que Mariscal et al. (2009) en
familias de avena. En el caso de las cruzas resistentes por resistentes no se encontraron familias

susceptibles lo que indica que comparten al menos un gen en comun entre las variedades.
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RESPUESTA BIOQUIMICA DE VARIEDADES DE Mangifera indica
(SAPINDALES, ANACARDIACEAE) A LA INFECCION POR Fusarium spp

(HYPOCREALES; NECTRIACEAE)
Elvis Garcia Lopez!", José A. Mora Aguileral, Daniel Téliz Ortiz!, Guadalupe Valdovinos

Ponce?, Angel Villegas Monter?, Elias Hernandez Castro®.

INTRODUCCION

El cultivo del mango (Mangifera indica L.) es uno de los frutales de mayor importancia
econdmica en las regiones tropicales y subtropicales de México y el mundo. Una de las limitantes
parasiticas mas complejas es la malformacion vegetativa y floral (MVF) (Fusarium spp.). Los
sintomas tipicos son pérdida de dominancia apical, proliferacion de hojas y tallos vegetativos,
flores estériles y acortamiento de entrenudos de tallos y de los ejes primario y secundario de la
panicula. Distintos factores bioticos y abidticos se han asociado a la MVF; sin embargo, a varias
especies del género Fusarium se considera como el agente causal y se ha confirmacion por
postulados de Koch y andlisis molecular. Los cultivares Cotaxtla y Haden son susceptibles y pocos,
como Atadulfo, se consideran tolerantes en México (2). La temperatura, edad del arbol, fertilizacion
y el tiempo de formacion de yemas juegan un rol importante en la expresion de susceptibilidad de

los cultivares de mango a la MVF.

La infeccién de un patégeno induce cambios morfoldgicos y bioquimicos como el incremento
en la produccion de metabolitos secundarios; los compuestos fenolicos se encuentran en mayores
cantidades en hojas con MVF que en hojas sanas; los niveles dependen del cultivar y condiciones
climaticas (4). Especies de Fusarium se relacionan con elicitores que estimulan la produccién de
metabolitos fendlicos por la planta; un incremento de compuestos especificos es particularmente
la mangiferina, que restringe la entrada de las hifas del hongo dentro de las células (1). La
acumulacién de acido clorogénico puede aumentar la biosintesis fendlica y su acumulacion puede

estar involucrado en la resistencia (6). La tolerancia a Fusarium mexicanum o F. subglutinans en

1 Instituto de Fitosanidad-Fitopatologia, 2 Programa de Fruticultura, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados; 3
Sistemas de Produccion Animal Sustentable, Universidad Auténoma de Guerrero,
*Autor para correspondencia: garcia.elvis@colpos.mx
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nuevos cultivares de mango con potencial economico en México puede mejorar nuestra

competitividad al incrementar la productividad.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la tolerancia a la malformacion vegetativa basada
en el contenido del acido clorogénico asociada a mecanismos de defensa y su relacion con la

intensidad de los sintomas en seis cultivares de mango.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé a partir abril de 2015, en un vivero experimental ubicado en Huamuxtitlan,
Guerrero, México con 20 plantas injertadas de seis meses de cada uno de los cultivares Ataulfo,
Haden, Mallika, Ivory, Nan Doc Mai y Rosigold. La patogenicidad se evalu6 con Fusarium
subglutinans, F. mexicanum y una mezcla de ambos. Cada planta se inoculé con una suspensién
conidial de 2 x 108 esporas mL™ con cultivos de 10 dias de crecimiento en PDA (DIFCO®, USA)
a 25°C. Las plantas se distribuyeron en un disefio de bloques completos aleatorizados. Cinco
plantas testigo de cada cultivar se inocularon con 100 pL de agua destilada estéril. La unidad
experimental fue una planta. La inoculacion se realizd segun el método de Garcia (2012). Las
variables evaluadas fueron expresion de sintomas e incidencia de sintomas (%). El experimento se

replico dos veces, con 45 dias de diferencia.

El &cido clorogénico se determind 2 h antes de inoculacion y 7, 35, 90, 160 y 240 dias después
de inoculacién (ddi). Hojas de mango se colectaron y liofilizaron durante 5 dias y maceraron; a 0.5
g de muestra molida se adicionaron 5 mL de agua °HPLC, se agit6 durante 30 min, después se
centrifugd a 5000 rpm por 10 min y el sobrenadante se recolectd. El extracto acuoso se filtro a
través de acrodiscos de nylon con poros de 0.45 um. La inyeccién en el cromatdgrafo de liquidos
se realizo segun el protocolo de Salinas et al. (2014). El estandar de acido clorogénico (SIGMA®,

USA) se emple6 para construir la curva estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los cultivares que presentan mayor incidencia hasta el momento son: Mallika (55%), Haden

(46%) y Nan Doc Mai (10%); mientras que, Ivory y Ataulfo no presentan sintomas (Tabla 1).
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Tabla 1. Incidencia preliminar de la malformacidn vegetativa en seis cultivares de mango (Mangifera indica L.)
en Huamuxtitlan, Guerrero, México, 2015.

Incidencia / tratamiento (%)

Cultivar Replica 1 Replica 2
Fs Fm A Total Fs Fm A Total

Mallika 20 40 40 50 20 40 60 60
Haden 20 20 40 44 20 20 60 48
Nan Doc Mai 0 20 20 20 0 0 0 0
Rosy gold 20 0 0 8 0 0 0 0
Ivory 0 0 0 0 0 0 0 0
Ataulfo 0 0 0 0 0 0 0 0

Hasta el momento se confirma lo reportado por Garcia (2012), quien menciona que el cultivar
Ataulfo es tolerante, mientras que Haden se comporta como susceptible; asimismo un experimento

previo (sin publicar, 2014), Mallika resulto susceptible (Figura 1).

Figura 1. Sintomas experimentales de proliferacion vegetativa, inoculados con una mezcla de Fusarium
mexicanum y F. subglutinans. A) cv. Mallika, B) cv. Haden, C) cv. Ataulfo.

La concentracion de acido clorogénico (A.CI) se determiné en base a la curva patrén que se
prepar0 con el estandar; el pico cromatografico indico el tiempo de retencion, el cual fue de 4.845
min (Figura 2).
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Figura 2. Curva de calibracion del estandar acido clorogénico.

Hasta el momento, los cultivares presentan diferente intensidad de sintomas de proliferacion
vegetativa, tal el caso de Mallika y Haden (Figura 1), el cual puede ser atribuido a la interaccién
del cultivar con el patogeno; es decir, ésta influenciado por factores como: fisiologia y estructura

celular o sistemas de defensas del cultivar (1).

Réplica experimental 1. La comparacion del contenido de A.Cl muestra una diferencia
cualitativa (analisis estadistico pendiente) entre cultivares. En Atatlfo y Mallika se observd mayor
concentracion del A.Cl antes de inocularse con Fusarium. A los 7 ddi, solo Ataulfo incremento sus
niveles de A.CI (Figura 2). En la réplica experimental 2, se observd una tendencia cualitativa
similar (andlisis estadistico pendiente) respecto a la primera replica; sin embargo la concentracion

de A.Cl en el tratamiento de la mezcla del patogeno fue mayor 7 ddi (Figura 3).

Los cambios morfolégicos y bioquimicos en el mango que se presentan con la MVF se han
relacionado con un aumento de la produccion de metabolitos secundarios en respuesta a la
infeccion, tal es caso del cv Atallfo que muestra incremento de A.CI (Figura 3 y 4). Kumar et al.
(2011) mencionan que existe mayor proporcion de compuestos fendlicos en la parte vegetativa
malformada que en plantas sanas y estos niveles dependen de factores como las condiciones
climaticas y cultivares. Como se puede observar en la Figura 3 y 4, el tratamiento A (ambos) del
cv Ataulfo esta presentando mayor contenido de A.Cl en comparacion con Mallika y Haden (Figura
3), lo anterior se puede correlacionar con los sintomas observados en campo (Figura 1). En Malus
domestica, la infeccion de Venturia inaequalis afecté la acumulacion de A.CI en los cultivares
susceptibles, de tal manera que el contenido aumenta en cultivares resistentes; encontrando mayor

cantidad (aproximadamente 0.7 mg/g) de A.Cl en la variedad 'Golden Rush' (resistente) que en
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'Golden Delicious Clone B' (susceptible) 0.04 mg/g (Mikuli¢ et al., 2003). Farkas et al. (2004)
evaluaron la susceptibilidad de flores de Pyrus communis a Erwinia amylovora, encontrando mayor
concentracion (115 pg/mg) de A.CI en cultivar ‘Beurré Bosc’ respecto a ‘Hardenpont’ como

susceptible (58 pg/mag).
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cv. Ataulfo cv. Mallika cv. Haden cv. Nan Doc Mai cv. Rosy gold cv. lvory

Figura 3. Réplica experimental 1. Concentracidon de acido clorogénico en seis cultivares de mango. Los
tratamientos son: Fs = Fusarium subglutinans; Fm = Fusarium mexicanum y A = Mezcla de Fusarium
subglutinans y F. mexicanum; (-2h) = 2 h antes de inoculacion, ddi = dias después de la inoculacion.
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Figura 4. Réplica experimental 2. Concentracidon de acido clorogénico en seis cultivares de mango. Los
tratamientos son: Fs = Fusarium subglutinans; Fm = Fusarium mexicanum y A = Mezcla de Fusarium
subglutinans y F. mexicanum; (-2h) = 2 h antes de inoculacion, ddi = dias después de la inoculacion
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TOLERANCIA DE CULTIVARES DE MANGO (Mangifera indica) AMARILLO

A Oidium mangiferae
Amado Pérez Rodriguez 1, José A. Mora Aguilera !, Carlos de Ledn Garcia de Alba?, Sergio

Sandoval Islas?, Elias Hernandez Castro 2, Alfonso Vasquez Lépez 3

INTRODUCCION

Entre 2000 y 2012 México perdié competitividad en la exportacion de mango a EEUA., debido
al incremento de la participacion comercial de India, Tailandia, Brasil, Ecuador y Pert (Hernandez
y Martinez, 2009). La problemética estd asociada a la oferta limitada de mango amarillo de
exportacion ya que nuestro pais cuenta Unicamente con la variedad Atadlfo que enfrenta baja
productividad por partenocarpia, plagas, mezclas genéticas, alternancia y estacionalidad de
cosecha. En respuesta a esta problematica, a través del proyecto SAGARPA-CONACYT (Ndm.
48595) “Evaluacion de nuevas variedades con alto potencial productivo y diagndéstico y control de
plagas de importancia econémica del mango en Guerrero, Veracruz, Chiapas y Oaxaca”, conducido
por el Colegio de Postgraduados, en 2011 y 2012 se introdujeron ocho nuevas variedades de mango
amarillo con potencial de exportacion procedentes de Florida, USA., y registraron dos nuevas
variedades locales del clon Atadlfo. Oidium mangiferae es una de las plagas mas importantes del
mango por causar pérdidas de hasta 80% (Litz, 1997); por ello, es necesario conocer el
comportamiento sanitario de los materiales introducidos a este patdgeno en las condiciones
agroecoldgicas de Meéxico. Pocos trabajos se han realizado para determinar la eficiencia
comparativa de técnicas de inoculacion de O. mangiferae en mango (Litz, 1997). Se ha mencionado
la importancia del contenido nutrimental, edad y posicion de la hoja, asi como su orientacion
cardinal y posicion en los estratos del follaje con la incidencia y severidad por O. mangiferae
(Chadha et al., 1980). Este proyecto plantea como objetivo evaluar la tolerancia de 10 nuevas

variedades de mango amarillo a O. mangiferae en plantas de vivero.

!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230, Montecillo,
Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
2Universidad Auténoma de Guerrero. 3Instituto Politécnico Nacional, CIDIIR-Oaxaca.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el invernadero del Posgrado de la Unidad Académica de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Autonoma de Guerrero, en Iguala, Guerrero, México (18° 20’
39.505" N;  99°29'52.796" O: 738 msnm) (SMN, 1981-2014).

Inoculo y evaluacion de severidad. Se recolectd tejido foliar e inflorescencias con signos
de O. mangiferae en huertos de mango de 20 afios cv. Manililla de Chiapas y Guerrero para obtener
reservorio de indculo. Se fotografiaron 90 hojas con sintomas diversos y se procesaron con
ImageJ.Ink®; con base en el diametro de lesiones, coloracion y presencia-ausencia de micelio para
obtener un diagrama de severidad.

Prueba de germinacién. Se utilizaron los siguientes materiales como aditivos: talco de
Oxido de magnesio, caseina en polvo, Tween 20® (5 %) + surfactante Inex-A® (2%); se mezclaron
con esporas de O. mangiferae y se depositaron con un pincel fino en tres gotas de agua sobre un
portaobjetos a 24 °C en condiciones de luz y oscuridad (15 repeticiones/ tratamiento). Se registrd
el porcentaje de germinacion a 24, 48 y 72 h. Se realizaron andlisis de varianza y separacion de
medias (LSD, 5 %) con el programa SAS® v.9.1.3 (SAS Intitute Inc, 2003).

Técnica de inoculacién. Se utilizaron plantas susceptibles del cv. Manililla de 16 meses de
edad. Para determinar el mejor método de deposicion de indculo se evaluaron cuatro métodos:
contacto directo de tejido sano-enfermo (1), espolvoreo de conidios con caseina (2) y talco de 6xido
de magnesio (3), suspension de esporas con Tween 20® (5 %) + Inex-A® (2 %) (4) y aspersion de
agua estéril (control); los tratamientos se aplicaron en las superficies adaxial y abaxial de hojas de
dos edades (8-14 y >20 dias) en dos horas contrastantes del dia (9:00 y 18:00 h). Se inocularon 25
hojas/método con una concentracion de conidios (CC) de 4.6X10° por mL. Los mejores
tratamientos de inoculacion que favorecieron el desarrollo tipico de sintomas y adecuada
evaluacion varietal (ausencia de tizones severos que necrosaron por completo la lamina foliar) se
validaron considerando las siguientes modificaciones: 50 hojas/método, hojas de 8-14 dias de edad
e inoculacion a lasl8 horas. Para estimar la concentracion de inoculo més eficiente en la
reproducibilidad de sintomas, se evaluaron los tratamientos: espolvoreo de conidios con caseina,
suspension de esporas con Tween 20® (5%) + Inex-A® (2%) y aspersion de agua estéril (control).
Se inocularon 50 hojas/método a CC de 4.6X103, 4.6X10% 4.6X10°y 4.6X10° por mL en ambas

superficies de la hoja, a las 18:00 h y en hojas de 8-14 dias en un disefio completamente al azar con
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cinco repeticiones. El disefio experimental de todos los experimentos fue completamente al azar
con cinco repeticiones. Se registraron los periodos de incubacion (Pl), incidencia (Inc) y severidad
(Sev). Se realizaron analisis de varianza y separacion de medias (LSD, 5 %) con el programa SAS®
v.9.1.3 (SAS Intitute Inc, 2003).

Tolerancia varietal. Se determind la tolerancia a O. mangiferae en plantas de vivero
injertadas con las variedades Nam Doc Mai, Rosigold, Mallika, Ivory, Alphonse, Neelum,
Fairchild, Kesar, Ataulfo Diamante, A. Zafiro y Cotaxtla-1, de 17 meses de edad, propagadas en
Huamunxtitlan, Gro. Se utilizo la técnica de inoculacién mas eficiente (método y concentracion de
indculo) derivado de experimentos previos. Se inocularon 25 hojas/variedad en ambas superficies
de la hoja, a las 18:00 h y en hojas de 8-14 dias en un disefio completamente al azar con cinco
repeticiones. El experimento se replico tres veces. Las plantas inoculadas mantuvieron invernadero
protegido con malla sombra. Las variables ambientales se registraron con un datalogger
HOBO®.Se realizé un andlisis de varianza y separacion de medias (LSD, 5 %) de la Inc, Sev y Pl
con el programa SAS® v.9.1.3 (SAS Intitute Inc, 2003).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diagrama de severidad y germinacion de esporas. De acuerdo con el programa utilizado
(ImagelJ.Ink®) que considero el diametro y coloracion de lesiones en la hoja, asi como presencia o
ausencia de micelio se obtuvo un diagrama de severidad de cinco clases, Util para caracterizar
tolerancia en cultivares de mango (Figura 1). Una escala con estructura similar, fue documentada
por Gongalves et al. (2005) para evaluar la severidad de O. tuckeri en Vitis vinifera. La caseina
favorecio la mayor germinacion de conidios (24.8 %) y el agua la menor (20.9 %) debido a que las
membranas celulares son muy delgadas y se rompen. La oscuridad favoreci6 la mejor germinacion

como sefialaron Alvarez y Tores (1995).

Técnica de inoculacion. Los tratamientos de inoculacion mostraron sintomas Unicamente en
plantas mayores a 16 meses. EI método de inoculacién mas efectivo en reproducir la enfermedad
fue el contacto directo de tejido sano-enfermo) (PI= 10.4, Inc= 96, Sev=4.7). La edad de la hoja
que favorecié mas la infeccion del patdgeno fue de 8-14 dias y la hora 6ptima de inoculacién fue

a las 18 h. Sin embargo, dado que el contacto directo ejerce una significativa mayor presion de
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infeccion, causando patrones de dafio y niveles de severidad naturalmente atipicos que afectan

negativamente la estimacion de tolerancia natural de la planta, como sefialaron Sholberg et

al.(2001) para cenicilla del manzano, este método se descartd. Con esta consideracion, el mejor

método de inoculacidn para evaluar tolerancia varietal fue el Tween 20® + Inex-A® (PI=5, Inc=

90.1, Sev= 4.8). La concentracion de conidios mas efectiva fue de 4.6X10° por mL, de agua.

Clase 1 Clase 2 Clase 3
Resistente Moderadamente Ligeramente tolerante
tolerante

Clase 4

Susceptible

Clase 5
Muy susceptible

Hoja sana o con escasas
manchas diminutas (<1

Manchas puarpuras o
rojizas, necrosadas con

Manchas rojizas a
oscuras que pueden

mm) o asociadas a | poco micelio y | coalescer y didmetro
reaccion de | didmetro maximo de 5 | maximo de 10 mm, se
hipersensibilidad. mm. aprecia micelio blanco.

Manchas rojizas a
oscuras, diametro
maximo de 15 mm,
micelio abundante.

Manchas rojizas a oscuras
con micelio abundante y

coalescentes  >15

mm,

frecuentemente extendidas

causando tizones

Figura 1. Diagrama de severidad para evaluar la infeccion de O. mangiferae. Hojas de mango criollo tipo

Manililla.

Cuadro 1. Evaluacién de tolerancia varietal en hojas de 8-14 dias de edad de diez variedades de mango

infectadas por Oidium mangiferae. lguala, Gro. Marzo-15.

TRATAMIENTO  Periodo de incubacién (ddi) Incidencia (%

) Severidad”

# Manchas/ hoja

NAM DOC MAI 5.3 84
ROSIGOLD 6.1 86.2
NEELUM 4.6 83.1
MALLIKA 51 90.5
COTAXTLA 4.9 91.2
KESAR 4.2 91
FAIRCHILD 4.7 75.3
ALPHONSE 6.3 70.1
IVORY 4.6 93.3
A. ZAFIRO 4.8 90.8
LSD 11 9.3
R? 91 89

3.8 13

3.6 14.1
3.4 13.9
4.7 21.7
44 19.3
4.1 151
3 13.9
2.7 11.7
4.7 27.5
4.3 16.3
0.9 58

90 92

!Media de 25 hojas/tratamiento, LSD 5%. * Valor de escala de severidad
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Tolerancia varietal. Las variedades ligeramente tolerantes fueron: Alphonse y Fairchild;
susceptibles: Ivory y Mallika (Cuadro 1). Lo cual difiere con Litz (1997) quién menciono la

susceptibilidad alta del cv. Alphonse y resistencia del cv. Mallika.
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RESISTENCIA DE VARIEDADES MEXICANAS DE ARROZ A Pyricularia

oryzae
Eridani Garcia Vazquez!, Guadalupe Valdovinos Ponce!, Emma Zavaleta Mejia?, Leonardo
Hernandez Aragon?, Mario Orozco Santos®

INTRODUCCION

Pyricularia oryzae es uno de los hongos méas devastadores en el cultivo de arroz. Este
fitopatdgeno puede causar perdidas del 100% en la produccion mundial, comprometiendo el abasto
de este cereal para més del 50% de la poblacion (Liu et al., 2014). El arroz, después del maiz, es el
segundo cereal de mayor produccion en el mundo, por lo que P. oryzae ha sido un tema de
investigacion ampliamente abordado debido a su importancia econdémica y agricola.

Una de las medidas de manejo mas efectiva y econdmica para este patdogeno es el uso de
variedades resistentes. Sin embargo, el hongo es altamente variable, por lo que es muy comun la
pérdida de resistencia, especialmente cuando estd dada por un solo gen (Huang et al., 2014). En
este sentido, la identificacion de nuevos genes de resistencia en diferentes regiones productoras de
arroz juega un papel fundamental en los programas de mejoramiento y en el planteamiento de
estrategias para el manejo de P. oryzae (Huang et al., 2014).

En México, P. oryzae se presenta en las zonas productoras de arroz. En 1975, el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) inicié un proyecto de
mejoramiento para la incorporacién de resistencia genética al hongo; se introdujeron materiales
resistentes como progenitores donadores de variedades que a la fecha tienen niveles de resistencia
aceptable (Jiménez et al., 2014). Sin embargo, en los principales estados productores de arroz se
cultiva la variedad Milagro Filipino, la cual es susceptible a P. oryzae. Como variedades resistentes
generadas en el INIFAP, en colaboracion con otras instituciones, se tienen Morelos A-2010,
Aztecas, Choca A-05, Morelos A-98, Sureste FL y Noreste FL; no obstante se desconoce el gen o
genes de resistencia involucrados, por lo que el objetivo de esta investigacion fue identificar estos

genes en las variedades mexicanas de arroz.

! Postgrado en Fitosanidad-Fitopatologia, Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

2 Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias. Campo experimental Zacatepec, Morelos.

% Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias. Campo experimental Tecoman, Colima.
Autor para correspondencia: garcia.eridani@colpos.mx
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de material vegetal: Se evaluaron seis variedades resistentes (Aztecas: A, Choca
A-05: ChA05, Morelos A-98: MA98, Morelos A-2010: MA2010, Sureste FL: SFL y Noreste FL.:
NFL); una medianamente resistente (Silverio: S); una medianamente susceptible (Morelos A-92:
MAZ92) y una variedad susceptible (Milagro Filipino: MF). Todos estos materiales se obtuvieron
del banco de germoplasma del INIFAP - Campo Experimental Zacatepec. Las semillas se
germinaron en cajas Petri en una camara de ambiente controlado a 26°C y 12 horas luz. Después
de la germinacion, las plantulas se trasplantaron a macetas con sustrato Peat Moss y se mantuvieron

en la cdmara de ambiente controlado a 26°C durante 30 dias.

Se mandaron a sintetizar los-primers de los genes Pib, Pita, Pikm 1, Pikm 2, Pizt, Pik y Pita?,
los cuales estan reportados en la literatura como genes de resistencia a P. oryzae (Jia et al., 2002;
Hayashi et al., 2006; Suh et al., 2009; Costanzo y Jia, 2010; Trang et al., 2012; Imam et al., 2013).

Extraccién de ADN: La obtencién del ADN se hizo de tejido foliar con el Kit de extraccion
Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega), segun las instrucciones del

fabricante.

Amplificacion por PCR: Hasta ahora se han amplificado los fragmentos de los genes Pib, Pita
y Pikm 1 en un termociclador Thermo Scientific"™. Para Pib y Pita la amplificacion se realizé en
un volumen total de 25 pL con 40 ng de ADN, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl;, 1X de buffer
de PCR, 10 pmol/pL de cada primer y 1 U de Taq polimerasa (Promega®). La amplificacion se
Ilevd a cabo segun las condiciones reportadas por Jia et al (2002) y Suh et al (2009), esperando
una banda de 629 y 440 pares de bases (pb), respectivamente. Para Pikm 1, la PCR se hizo en un
volumen total de 50 pL con 100 ng de ADN, 0.2 mM de dNTPs, 1.5 mM de MgClz, 1X de buffer
de PCR, 10 pmol/uL de cada primer y 1.25 U de Taq polimerasa (Promega®). Las condiciones de
amplificacion se basaron en lo reportado por Costanzo y Jia (2010) y Trang et al. (2012), dando
como resultado un fragmento de 223 pb. Los productos de las PCRs se separaron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1% a un voltaje constante de 90 V durante 2 h.

Secuenciacién y analisis: Los productos amplificados fueron purificados y secuenciados en
ambas direcciones por la empresa Macrogen. Las secuencias resultantes se analizaron con el

programa BIOEDIT Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3 28 (Hall, 1999) y se compararon
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con las secuencias reportadas en la base de datos del banco de genes del NCBI (National Center
for Biotechnology Information, www.ncbi.nih.gov) con el programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados de PCR, en todas las variedades resistentes los primers utilizados
amplificaron el fragmento esperado para el gen Pib (629 pb). Sin embargo, las variedades S, MA92
y MF, las cuales son medianamente resistente, medianamente susceptible y susceptible,
respectivamente, también lo presentaron (Figura 1). De acuerdo con Yokoo et al. (1978), Pib se
localiza en el cromosoma 2 y es un gen de resistencia derivado del cultivar Indica, el cual codifica
una proteina que tiene estructura NBS-LRR. Actualmente, las NBS-LRR representan la mayor
familia de genes resistencia (Jiang et al., 2012).

Figura 1. Productos de PCR (629 pb) amplificados con el par de primers NSb del gen de resistencia Pib a partir
de ADN foliar de nueve variedades de arroz. M: Marcador de peso molecular (Promega® 100 pb). Carriles
1y 8: control negativo, carril 2 'y 9: sin muestra, carril 3: SFL, carril: 4 NFL, carril 5: MF, carril 6: MA98,
carril 7: MA2010, carril 10: MA98, carril 11: Morelos A-92, carril 12: ChAO05, carril 13: S, carril 14: A.

El fragmento del gen de resistencia Pita (440pb) solo se amplifico en cuatro de las nueve
variedades resistentes (A, ChA05, MA98 y MA2010) y en la variedad MA92 (Figura 2), la cual,
como se indico anteriormente, es medianamente susceptible a P. oryzae. Este gen se identifico

también en Indica (Kiyosawa, 1971), se encuentra en el cromosoma 12 (Imam et al., 2014) y desde

entonces se utiliza en programas de mejoramiento genético (Costanzo y Jia, 2010).
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El fragmento del gen Pikm 1 se detectd en la variedad moderadamente resistente (S) y en la
susceptible (MF) (Figura 3). Este gen se localiza en el cromosoma 11 y su participacion en la
resistencia depende de la presencia del gen de resistencia Pikm 2. Las plantas de arroz con solo uno

de los dos genes son susceptibles a P. oryzae (Ashikawa et al., 2008).

Figura 2. Productos de PCR (440 pb) amplificados con el par de primers YL153 y YL154 del gen de resistencia
Pita a partir de ADN foliar de nueve variedades de arroz. M: Marcador de peso molecular (Promega® 100
pb). Carriles 1y 9 control negativo; carril 2: FL, carril 3: NFL, carril 4: MF, carriles 5y 16: control positivo
(YYashiro Mochi), carril 6, 7y 8; sin muestra, carril 10: MA92, carril 11: MA98, carril 12: MA2010, carril
13: ChAOS5, carril 14: Sy carril 15: A.

Figura 3. Productos de PCR (223 pb) amplificados con el par de primers Dkm 1 del gen de resistencia Pikm 1 a
partir de ADN foliar de nueve variedades de arroz. M: Marcador de peso molecular (Promega® 100 pb).
Carril 1y 10: control negativo; carril 2: SFL, Carril 3: MF, carril 4: NFL, carril 11: MA2010, carril 12: S,
carril 13: MA92, carril 14: ChAO05, carril 15: MA98 y carril 16: A.

En las variedades de arroz Aztecas, Choca A-05, Morelos A-98, Morelos A-2010, Sureste FL y
Noreste FL, resistentes a P. oryzae, se detecto al gen de resistencia Pib y solamente en las primeras

cuatro al gen Pita. Sin embargo, por ahora se desconoce si en esta resistencia participan estos genes,
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ya que las razas de P. oryzae que se localizan en los cultivos de arroz en México pueden 0 no
poseer el correspondiente gen de avirulencia. Por otro lado, en las variedades Morelos A-92
(medianamente susceptible) y Milagro Filipino (susceptible), se encontraron los genes Pib, Pita y
Pikm 1. La presencia de estos genes implicaria que estas variedades fueran resistentes al hongo,
pero debe determinarse si las razas del patdgeno que se encuentran en las zonas productoras tienen
los respectivos genes de avirulencia. Si las razas poseen estos genes, entonces debera determinarse
si estos genes de avirulencia, y los de resistencia en el hospedante, son dominantes. La ausencia de
algunos de los genes o su estado recesivo implicaria el desarrollo de la enfermedad en la planta,
que es lo que se observa en los terrenos cultivados con Milagro Filipino. La identificacion de
nuevos genes de resistencia y avirulencia en las diferentes regiones productoras de arroz, juega un
papel fundamental en los programas de mejoramiento y en el planteamiento de estrategias para el
manejo de P. oryzae (Huang et al., 2014), por lo que los programas de mejoramiento deben basarse
en el estudio y entendimiento de la diversidad genética del patégeno y de la planta hospedante
(Higuera, 2015).
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INCREMENTO DE FENOLES EN NOPAL VERDURA: Salmonella COMO

INDUCTOR
S. L. De la Riva-Alvarez 1., A. M. Hernandez Anguiano 2%, J.E. Corrales Garcia %, M. Soto

Hernandez 4, J. Patel °, B. Reyes Trejo ¢, H. A. Zavaleta Mancera ’

INTRODUCCION

Los compuestos fenolicos son moléculas que se distribuyen en toda la planta y son sintetizados
para protegerse contra estrés ambiental o durante procesos infectivos y liberados a traves de
moléculas sefial, donde se expresan en el sitio de ataque y sistémicamente a otras partes no
infectadas, generando una serie de cambios fisiol6gicos, quimicos y moleculares coordinados
(Shickora et al., 2008). EIl &cido salicilico es una de las moléculas clave de sefializacién que
conduce a la activacion de genes involucrados en la respuesta de defensa o hipersensible, RH. El
objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta RH a inoculaciones de cladodios con Salmonella
(8.0 Logio UFC) y comparar dicha respuesta entre las variedades comerciales de nopal verdura
Atlixco y Milpa Alta, con la determinacion de cambios en la concentracion del acido salicilico y

acido jasmonico como indicadores.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Se utilizaron plantas de las variedades “Atlixco” y “Milpa Alta”, crecidas
en invernadero a 21.5°C y 51.8% de humedad relativa; y las cepas S. typhimurium (N4), S. javiana
(N7), aisladas de nopal y S. typhimurium ATCC23564 (Sal4) como referencia.

Inoculacion in planta. Se inocularon 20 cladodios (20 cm) por variedad, 5 por cepa y 5 por
testigo con 8.0 Logio UFC de suspension bacteriana o agua (testigo). Después de la inoculacién

(di) se muestreo a las 4h y posteriormente a intervalos de 24h por 96h.

L2Fitopatologia. #’Botanica, COLPOS Campus Montecillo; *D.1.A-UACh; ®Departamento de Preparatoria Agricola,
UACHh; *Microbiologia ambiental y Seguridad de Alimentos USDA. Maryland, Estados Unidos.
*Autor para correspondencia: ahernandez@colpos.mx

123

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

Fenoles totales, cuantificacion e identificacion. La determinacién fue por el método de Folin-
Ciocalteu (Slinkard, et al. 1977), la extraccion con metanol al 80% y la cuantificacion por
espectrofotometria para identificar y cuantificar los compuestos: clorogénico, cafeico, fellrico,
salicilico y jasmdnico. Previamente se prepararon las curvas de calibracion con soluciones estandar
de acido gélico (0.1 mg/mL-1) y de los &cidos salicilico (AS) y jasmonico (AJ) (0.02 mg/mL-1)
para determinar las ecuaciones y calcular la concentracion de los &cidos de interés. Todos los
extractos se analizaron en un cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC por sus siglas
en inglés) con un automuestreador y columna (Nucleosil C18, 125x4 mm), como fase movil: A:
agua pH 2.5 ajustada con acido trifluroacético y B: acetonitrilo a 30°C y flujo de 1 mL/min. La
deteccion fue con un detector UV a 280nm.

Extraccion de los acidos salicilico y jasmoénico. La extraccién se hizo por el método
modificado de Engelberth et al., (2011). La fraccidn orgénica evaporada a sequedad se analiz6 en
un cromatégrafo de gases acoplado a un detector de masas con un inyector modo (Splitless) de
ionizacion quimica con volumen de inyeccion de 1 pL. La columna de separacion de compuestos
fue HP-1MS (30mx0.250 mmx0.25 pm). La temperatura inicial del horno fue de 60°C vy se fue
incrementando 7°C por min hasta alcanzar los 200°C. En ésta temperatura se mantuvo por 3 min y
luego se fue incrementando 10°C por min hasta lograr los 260° C donde se mantuvo por 30 min.

Se utiliz6 helio como gas portador con flujo constante (0.7 mL/min).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fenoles Totales. En presencia de Salmonella el contenido de fenoles fue superior al registrado
en ausencia de la bacteria, en ambas variedades con la maxima concentracion registrada durante
las primeras 24 y 48 h di en Atlixco y Milpa Alta, respectivamente, tipico de una respuesta RH
(Cuadro 1). En contraste, por HPLC no se encontrd una clara respuesta con la determinacion de los
acidos ASy Al.

Cuantificacion de AS y AJ. Se identificaron 117 compuestos entre los que se encuentran
terpenos, bencenoides y derivados de acidos grasos pero no moléculas de los acidos AS y AJ, en
tejido de nopal con y sin Salmonella por CG-M. Sin embargo, solamente en las muestras con
Salmonella se detectaron los intermediarios de la ruta del acido schikimico (precursor del acido
AS) &cido 4-hidroximandélico y acido 2,3-dihidroxibenzoico a las 6 y 24 h, respectivamente,

después de la inoculacion. A estos mismos tiempos se detectaron moléculas de acetato de bencilo
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y salicilato de metilo, productos de la degradacion de fenilpropanoides e intermediarios del AS,

respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 1. Contenido de fenoles totales en variedades de nopal verdura fresco en

invernadero.
Tratamiento Tiempo Atlixco Milpa Alta
h di [mg?* EAG?/mL de extracto]

Testigo 6 2.31 3.66
Sal4 5.02 6.12
N4 3.70 7.54
N7 6.87 3.58
Testigo 24 2.15 3.34
Sal4 5.93 6.65
N4 6.67 7.39
N7 6.87 7.35
Testigo 48 4.61 4.41
Sal4 5.10 9.03
N4 4.78 7.73
N7 5.53 8.76
Testigo 72 2.57 2.07
Sal4 5.41 7.80
N4 3.03 4.64
N7 5.28 8.69
Testigo 96 2.24 2.73
Sal4 3.82 3.73
N4 1.78 7.01
N7 2.41 8.71

2EGA= Equivalente de fenoles como acido galico

Después de las 48 h di no se detectaron moléculas relacionadas con el AS. De acuerdo con

Oskman e Inze, (2004) las plantas en condiciones naturales estan en estrés permanente mientras

que en cultivos controlados este es menor y no producen las cantidades de metabolitos secundarios

normales. A las 72 h di se detectaron niveles significativos de etileno y éster de acido linoleico que

podrian estar relacionados con la via del AJ. Sin embargo, el AJ generalmente se produce en bajas

concentraciones y es dependiente del estado fisioldgico y la etapa de desarrollo de la planta

(Oskman e Inze, 2004). En plantas de L. esculentum y N. tabacum la ruta de transduccion de sefiales

dependiente de acido jasmanico es antagonica con la del AS y su éster acetilico, ya que inhiben la

expresion de genes inductores de proteasas (Li et al., 2004; Wiedemann et al., 2015). Lo anterior

sugiere que la respuesta de defensa temprana en nopal verdura inducida por Salmonella podria ser

dependiente de la via del &cido salicilico.
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Tabla 2. Compuestos fendlicos en las variedades de nopal verdura Atlixco y Milpa Alta en respuesta a las cepas
N4 y N7 de Salmonella por CG-M.

Tiempo de Nombre del compuesto Porcentaje Grupo Quimico
retencion (%)

6 hdi

12.73 Fenol, 4-(2-propenil) 0.242 Fenilpropanoide

12.73 Acido 4-Hidroximandelico 0.22 Fenolpropanoide

22.52 Acetato de bencilo 1.89 Bencenoide

23.89 Salicilato de metilo 3.29 Ester de 4cido silicico
24 hdi

12.93 Isovalerato cis-3-Hexenil 0.04 Derivado de acido graso

12.93 Acido 2,3-dihidroxibenzoico 0.04 Fenolico

22.20 Benzoato de metilo 1.91 Bencenoide

23.24 Salicitato de metilo 3.21 Ester de &cido salicilico
48 h di

12.11 6-Metoxi-3-(p-metoxifenil)-9H-p 1.37 No identificado

12.11 9H-Imidazo[1,2-a]benzimidazole 1.37 Azafentalenos

23.78 3-hexenil-butanoato 0.46 Derivado de acido graso

24.01 Acetato de bencilo 1.89 Bencenoide
72 hdi

12.97 Etileno 4.56 Auxina

22.08 Eudesma-4(14),11-dieno 0.62 Terpenoide-Sesquiterpeno

32.60 Ester de Acido etil Linoleico 2.15 Acido graso esterificado

4 Cada valor representa el promedio entre variedades de nopal y cepas de Salmonella.

En presencia de Salmonella el contenido de compuestos fenolicos registrado en las variedades
Atlixco y Milpa Alta fue de dos a tres veces superior al registrado en ausencia de la bacteria. La
maxima concentracion de compuestos fendlicos se registro a las 48 h di; lo anterior indica que, el

nopal verdura respondio hipersensiblemente a Salmonella.

La deteccion de moléculas precursoras del &cido salicilico, acido 4-hidroximandélico y &cido
2,3-dihidroxibenzoico, y de acetato de bencilo y salicilato de metilo, productos de la degradacién
de fenilpropanoides e intermediarios del AS, durante las 48 h di, puede indicar activacion del

mecanismo de defensa (HR) en nopal verdura a Salmonella.
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EVALUACION DE LA INTERACCION DE LA LINEA 35-3 DE CHILE
ANCHO TIPO HUACLE (Capsicum annuum) CON DOS POBLACIONES DE

Nacobbus aberrans

Edgar A. Chavarro Carrero?, Guadalupe Valdovinos Ponce?, Olga Gomez Rodriguez?, Victor
H. Aguilar Rincén? y Ernestina Valadez Moctezuma®

INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum) es uno de los cultivos agricolas mas importantes en México. Uno
de los problemas fitosanitarios que se presenta en esta hortaliza es el causado por Nacobbus
aberrans. El sintoma caracteristico que induce este patdgeno es el agallamiento de la raiz debido a
la formacion de sitios de alimentacion. Como consecuencia, ocurre la desorganizacion estructural
y fisioldgica del sistema vascular (Davis et. al., 2000), de tal manera que se reduce la produccién
del cultivo. El control de este patdgeno se basa principalmente en el uso de nematicidas, los cuales
tienen un impacto ambiental negativo (Zavaleta, 2011), por lo que la basqueda y caracterizacién

de materiales resistentes son una opcion en el control de este patdgeno.

En un estudio preliminar realizado en el 2012 (datos no publicados), Gomez-Rodriguez y
colaboradores evaluaron colectas de chiles ancho (33-1 a 35-3) infectados artificialmente con una
poblacion de N. aberrans recolectada en los campos experimentales del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo (CMon). Entre los materiales que se estudiaron, la colecta 35-3 mostré ser
altamente resistente al nematodo. En investigaciones independientes, Cabrera et al (2014),
recolectaron muestras de suelo en varios municipios del estado de Michoacan y encontraron
poblaciones de N. aberrans infectando al cultivo de jitomate, cuyas raices presentaron los niveles
poblacionales mas altos de juveniles J2. Esta poblacién de N. aberrans, denominada T85,
aparentemente fue mas agresiva que las demas, por lo que posteriormente se inocul6 en plantas de
jitomate (variedad Rio Grande), en donde se manifestd una respuesta similar a lo observado en
campo. Con base en estos antecedentes, esta investigacién tuvo como objetivo caracterizar la

respuesta de la linea 35-3 de chile ancho tipo huacle a las poblaciones T85 y CMon de N. aberrans.
Postgrado en Fitosanidad-Fitopatologia, Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
2postgrado en Recursos Genéticos y Productividad - Genética, Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

3Departamento de Fitotecnia, Universidad Auténoma Chapingo.
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MATERIALES Y METODOS

Semillas de la linea 35-3 de chile ancho tipo huacle (ChA35-3), Criollo de Morelos 334
(CM334) susceptible y California Wonder (CW) altamente susceptible, se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 0.5% y se enjuagaron con agua destilada estéril. Las semillas se colocaron
en charolas de unicel con sustrato estéril y se incubaron a 27°C; una vez que desarrollaron la sexta
hoja verdadera se trasplantaron a bolsas negras de plastico de 15 L con una mezcla de Peat Moss y
agrolita (1:1).

El in6culo correspondio a los juveniles del segundo estadio (J2) de las poblaciones de N.
aberrans T85 y CMon. T85 se obtuvo a partir de la poblacién inicial que se recolectd en el
municipio de Tanhuato en el estado de Michoacan (Cabrera et. al., 2014). CMon se obtuvo de la
poblacion aislada de los campos experimentales del Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo.
Las dos poblaciones se mantuvieron e incrementaron independientemente en plantulas de jitomate
de la variedad Rio Grande. Las masas de huevos se extrajeron segun el protocolo de Vrain (1977)
y se incubaron a 28°C en cajas Petri con agua destilada estéril en oscuridad. Una vez que

emergieron los J2, se preparo y ajusto la concentracion del indculo a 2000 juveniles.

El experimento se establecio en un arreglo factorial en bloques completos al azar. Para cada
variedad de chile se establecieron 3 tratamientos con tres repeticiones cada uno. El tratamiento 1
consistié de plantulas inoculadas con 1a poblacion T85, el tratamiento 2 de plantulas inoculadas
con la poblacién CMon y el tratamiento 3 de plantulas no inoculadas. La inoculacion se realizé
independientemente en 10 plantulas de ChA35-3, CM334 y CW.

Para cada tratamiento y de manera independiente se evaluaron altura de planta (AP), peso
fresco aéreo (follaje y tallos) (PFA), peso fresco de raiz (PFR), rendimiento (R), periodo de
incubacion (PI), numero de agallas y nimero de masas de huevecillos (M). Las raices se tifieron
con Floxina B (0.15 g L™ de agua) durante 20 minutos para contar las agallas y masas de
huevecillos en un microscopio estereoscopico. EI nimero de agallas se expresé como porcentaje
de agallamiento (PA) segun la formula de Townsed y Heuberger (1943). Los datos obtenidos se
sometieron a un analisis de varianza y prueba de Tukey (p=0.05) con el paquete estadistico SAS
(2002).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Altura de planta (AP): En las condiciones evaluadas, las variedades susceptibles (CW y
CM334) sin inocular presentaron una AP mayor (superior a los 90 cm) que la linea ChA35-3, la
cual no se vio afectada cuando se inocul6 con T85 o CMon3 (Figura 1a). Sin embargo, en CW y
CM334 la AP se redujo significativamente cuando se inocul6 con las poblaciones de nematodos.
Cabe sefialar que aun cuando se redujo la AP en CM334, no hubo diferencias significativas cuando

se inocul6 con T85 o CMon3 (Figura 1a).

Peso fres aéreo (PFA) y de raiz (PFR): En CW, el PFA y PFR disminuyeron a méas del 50 %
cuando se inocularon con T85 o CMon; mientras que en CM334 la mayor pérdida en materia fresca
se presentd cuando las plantas se inocularon con CMon. En la linea ChA35-3 también hubo
reduccion en PFA y PFR; sin embargo, las pérdidas en peso fueron mucho menores de la mitad

comparado con las plantas sin inocular (Figural by c).

a b c
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PT85 P Cmon g Testigo

Figura 1. Efecto de dos poblaciones de Nacobbus aberrans (CMon y T85) sobre la altura de planta (a), peso fresco aéreo (b)
y peso fresco de raiz (c) en los materiales de chile California Wonder (CW), Criollo de Morelos 334 (CM-334) y la linea
de chile ancho tipo huacle 35-3 (ChA 35-3). Cada barra representa el promedio de las variables evaluadas en 10 plantas.
Para cada variedad de chile, las barras con letra diferente son estadisticamente diferentes (Tukey, p =0.05).

Rendimiento (R): Aun cuando en el chile CW el PFA y PFR se redujeron a mas de la mitad, el
R se redujo en mucho menos del 50% cuando se inoculd con CMon o T85. En CM334, el
rendimiento fui igual en las plantas inoculadas, pero se perdié practicamente la mitad de lo que
produjeron las plantas sin inocular (Figura 2 a). La reduccion en PFA y PFR en las plantas
inoculadas de ChA33-5 no afecto significativamente su rendimiento (Figura 2 a), lo cual podria
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explicarse porque hubo mayor superficie fotosintética y radical para la produccion de glucosa y

absorcion y translocacion de agua y nutrientes que en las plantas susceptibles CW 'y MC334.

Periodo de incubacion (PI), porcentaje de agallamiento (PA) y numero de masas de
huevecillos (M): El tiempo transcurrido entre el momento de la inoculacion y la aparicion de las
primeras agallas (PI) fue menor cuando los materiales evaluados se inocularon con la poblacion
CMon; y entre estos chiles el menor P se present6 en el material altamente susceptible CW (32
dias después de la inoculacion — ddi). En las plantas susceptibles (CM334) y en las aparentemente
resistentes (ChA35-3), el periodo de incubacion fue el mismo (39 ddi). Cuando los chiles se
inocularon con la poblacion T85, el periodo de incubacion se prolongd por 6 dias mas en CW
(38ddi), y por 4 en CM334 y ChA35-3 (42 ddi). Es posible que la poblacion CMon sea mas agresiva
que T85.

Como se indico anteriormente, el periodo de incubacion fue menor en las plantas de CW,
CM334 y ChA35-3 inoculadas con la poblacion de nematodo CMon, pero el PA fue mayor en CW
(88 %) seguido por CM334 (59 %) y ChA35-3 (35%) (Figura 2 b). El nUmero promedio de M
siempre fue mayor en los materiales de chile que se inocularon con CMon (CW= 90, CM334= 45
y ChA35-3=16).

a b
70 100
~ 40 ;% 60
| : I
CW CM334 ChA35-3 CM334 ChA35-3

T85 I Cmon [ Testigo

Figura 2. Efecto de dos poblaciones de Nacobbus aberrans (CMon y T85) sobre el rendimiento (a) y porcentaje de
agallamiento (b) en los materiales de chile California Wonder (CW), Criollo de Morelos 334 (CM-334) y la linea de
chile ancho tipo huacle 35-3 (ChA 35-3). Cada barra representa el promedio de las variables evaluadas en 10 plantas.
Para cada variedad de chile, las barras con letra diferente son estadisticamente diferentes (Tukey, p =0.05).
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Con base en los resultados obtenidos, es posible sefialar que la linea de ChA35-3 es resistente a
las dos poblaciones de nematodos que se evaluaron; sin embargo, la siguiente etapa en esta
investigacion es determinar el nimero total de huevecillos o larvas en las raices de cada material y
suelo en donde se establecieron los ensayos (poblacion final), a fin de calcular un indice de
reproduccion y poder asignar el grado de resistencia. Dicho indice estaria dado por la poblacion

final en ChA35-3, expresado como porcentaje de la poblacion final en CW.

Los resultados también sugieren que la poblacion de N. aberrans recolectada en los campos
experimentales del Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo es mas agresiva que la poblacion

recolectada en el municipio de Tanhuato, Michoacéan.
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DESINFESTACION DE SUELO EN INVERNADERO, PARA EL CONTROL
DE Nacobbus aberrans (Nematoda: Pratylenchidae) MEDIANTE EL USO DE

ENMIENDAS ORGANICAS Y REGULADORES BIOLOGICOS
Herrera Yarfiez Ivonnel, Ignacio Cid del Prado Veral, Raquel Alatorre Rosas!, Mario Pérez

Grijales?, Ignacio Pérez Rodriguez®.
INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) fue el principal producto agroalimentario de exportacion
de México hasta el 2013 con 70 mil hectareas dedicadas a su siembra (SIAP 2014). EI nematodo
agallador Nacobbus aberrans es uno de los problemas fitosanitarios que limitan el cultivo del
jitomate, debido a que ocasionan la perdidas de hasta el 80% de su produccion e incluso propicia
la muerte de la planta dependiendo del nivel de poblacién y etapa fenoldgica de la planta (Cristobal
et al., 2006; Cid del Pardo et al., 1996; Manzanilla-Lopez et al., 2002; SAGARPA, 2013). Para el
manejo de los nematodos agalladores se propone la aplicacion de técnicas alternativas biologicas
que fomenten la restauracion de suelos e incremento de una produccion organica. Entre estas se
pretende promover el uso de enmiendas organicas por medio del proceso de biofumigacion
mediante la hidrolisis de volatiles, principalmente isotiocianatos, generados en el suelo después de
la incorporacién de tejidos vegetales que contienen glucosalinatos. Los cuales mejoran las
propiedades fisicas y quimicas de suelo de tal manera que favorecen el desarrollo del cultivo y la
supresion de plagas y enfermedades.

El hongo sapréfito Pochonia chlamydosporia es un agente de control biol6gico de nematodos
que parasita el embrion del nematodo y previene su eclosion: Dicho hongo tiene ademas la
capacidad de colonizar las raices sin afectar a la planta. La adicion de compuestos organicos como
la quitina, genera un efecto nematicida por la produccion de compuestos durante la degradacion de
materiales nitrogenados, favoreciendo la activacion de la biomasa microbiana e induciendo o
inhibiendo diferentes actividades bioquimicas durante la interaccion de la planta-patogeno
mejorando la tolerancia a una amplia variedad de fitopatdgenos (Ramirez et al., 2010; Bello et al.,

2010; Castro et al., 2011; Manzanilla et al., 2002; Mahmood, 1996, Gimsing et al., 2009).
!Fitopatologia, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados. 56230. Km. 36.5. Carretera México-Texcoco.
Montecillo, Estado de México.

2 Universidad Auténoma de Chapingo. Depto. Hortalizas.
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Por lo anterior, el presente trabajo evaluo el efecto de incorporacion individual y conjunta de
enmiendas organicas mediante el proceso de biofumigacién y agentes de control bilégico como la
quitina 'y P. chlamydosporia en la regulacion de poblaciones de N. aberrans, para el cultivo de

jitomate en condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Fase de laboratorio. Se colecto suelo de la localidad de Coatlinchan, Municipio de Texcoco
Estado de México. El hongo P.chlamydosporia se identific6 morfol6gicamente por su crecimiento
micelial blanco algodonoso caracteristico, la disposicion de conidioforos y la presencia de
dictioclamidosporas, (Zem, Gams y Evans, 2001). Se determinaron las caracteristicas de
crecimiento y esporulacion en fase liquida en tubos de ensaye con Caldo Sabouraud Dextrosa
(SDC) esterilizado a 12 1b/20min. En cada tubo de ensaye se introdujo un disco de PDA con
crecimiento micelial de 21 dias de P.chlamydosporia (7X10° + 2.27 UFC/ml) colocandolos en un
agitador orbital (110 rpm). Se determind la curva de crecimiento mediante la toma de muestras de
biomasa (esporas, fragmentos micelio, blastoesporas) cada 12 h, se realizd el conteo de conidios
presentes en los tubos por un periodo de 8 dias. El conteo se realiz6 con una cdmara Neubauer. En
la evaluacion de crecimiento bifasico se usaron matraces de 250ml con sustrato de arroz y maiz
(5009) de acuerdo a los descrito por Pérez et al. (2010) después de 24h se le colocaron 100 y 200pl
de EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) y acido lactico, estos fueron inoculados con 6ml del
hongo (3.81x108+1.7 UFC/ml) en ambos sustratos se cont6 con 3 repeticiones mas el testigo. La
produccién masiva del hongo se realiz6 bajo la metodologia antes descrita usando bolsas de

polipapel con 250g de maiz, inoculadas con 30ml (1.7 x 10% 1.16 UFC+/ml) del hongo.

Parasitismo de P. chlamydosporia. De las raices con agallas, fueron obtenidas masas de
huevecillos de N.aberrans segin la metodologia de Flores, 2003 y Velasco, 2011, con la finalidad
de evaluar el parasitismo en huevecillos con P.chlamydosporia previamente esterilizados y
colocados en placas de agar-agua (1%) con Amikaicina 500mg/1L. En cada placa se colocaron 200
huevecillos y se inocularon con 10ul de una suspension de conidios (6.35x10%+1.7 UFC/ml). Las
placas fueron incubadas a 28°C en completa oscuridad Y la infeccion por los hongos fue evaluada
diariamente por un periodo de cuatro dias. Los huevos con presencia del hongo fueron

considerados como infectados.
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Quitina inhibidor de la eclosion de huevecillos. Se utilizo el producto comercial concentrado
en polvo (HYTC BioQuitina®), en placas de cultivo estéril de 12 pozos (Corning New York®) se
colocaron 200 huevecillos de N.aberrans en 100ul de agua destilada, con 9 repeticiones. A cada
pozo se le coloco 1.5ml de quitina de una solucion stock segun lo citado por Sanchez, (2010).
Siguiendo la metodologia antes mencionada s, se utilizd una suspension de 10ul de
P.chlamydosporia para probar el efecto del hongo en contacto con la quitina. Se realizaron
observaciones de 6, 12 y 24hrs. Evaluando huevos sin degradacion, con eclosion y huevos con

degradacidn en el coridn, sin eclosion.

Fase en invernadero. El presente trabajo fue realizado en invernaderos de la localidad de San
Diego, Municipio. Texcoco, Edo. México. Fueron ocupados dos invernaderos de 1200 m2, donde
a plantas de jitomate en la nave 1 presentaron problemas de agallamiento en el ciclo 2014 y en la
nave 2 se presentd la misma situacion en el ciclo 2013. Al término del ciclo de cultivo 2014 fue
realizado un muestreo sistematico en suelo en ambos invernaderos, con la finalidad de determinar
la existencia de las poblaciones de nematodos y confirmar la presencia de N. aberrans (como
hembras juveniles y maduras en raices). Se realizdé un estudio fisicoquimico de suelo antes y
después de la aplicacion del tratamiento de Biofumigacion, en cada muestra se determiné: potencial
de hidrogeno (pH), materia organica, conductividad eléctrica y determinacion total de macro y
micro elementos en el Departamento de Edafologia del CP. También se realiz6 un muestreo de
raices con agallamiento con las cuales fue elaborada en base a Sikora and Brigend, (1990) una

escala de severidad, esta escala se utilizd durante el transcurso del proyecto.

Se establecié un disefio experimental completamente al azar que consistié de 8 tratamientos
(Fig.1): Biofumigacion + HYTC BioQuitina® en polvo + P.chlamydosporia, Biofumigacion +
HYTC BioQuitina® en polvo, Biofumigacién + P.chlamydosporia, Biofumigacion,
P.chlamydosporia, HYTC BioQuitina® en polvo, un control quimico (Vydate®) y Testigo.
Dichos invernaderos comprenden un total de 39 surcos, cada surco representa una unidad
experimental con 5 repeticiones. Mensualmente se evaluaron 3 plantulas de cada tratamiento
considerando: Peso fresco y seco (follaje y raiz) e indice de agallamiento (IA). La aplicacién de
tratamientos fue la siguiente: En el caso de la biofumigacion la dosis aplicada fue de 3.9t de brocoli
y 2t de estiércol para 1305 m? en la nave 2, mientras que para la nave 1 fue de 2.5t de brdcoli y
1.5t de estiércol para 765m?, se aplicé riego a capacidad de campo y después de la mezcla se cubrid
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con plastico transparente (calibre 7); La aplicacion de P.chlamydosporia consistid en la aplicacion
mensual de 30ml del hongo (2.6x10%+1.8 UFC/ml) por tallo de la planta; La HYTC BioQuitina®
en polvo fue aplicada considerando lo recomendado por la etiqueta del producto siendo 1kg por
382m?; el control quimico Vydate® se aplico en sistema de riego por goteo, en una dosis segln lo

recomendado por el producto que consistié en 570ml por 638m? de superficie.
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Fig.1. Disefo experimental completamente al azar en la Localidad de San Diego, Texcoco; A) La nave 1
comprende de24 surcos, B) Mientras que la Nave 2 comprende de 24 surcos.

RESULTADOS Y DISCUSION.

Fase en laboratorio. Se obtuvo un aislamiento nativo de P. chlamydosporia de la localidad de
Coatlinchan, Texcoco Estado de México, proveniente de masa de huevecillos de N. aberrans.
Después de 10 dias de incubacion en medio PDA (Papa Dextrosa Agar) a 26°C se observaron
colonias de color blanco, observandose bajo microscopio estructuras de conidios solitarios en
fidlides ademas de un micelio verticilado. Su crecimiento esponjoso de color blanco con el tiempo
adquirio una tonalidad marron crema y a su reverso una tonalidad amarilla, (Fig.2B) (Gams et al.,
2001). A los 14dias de crecimiento en el medio de cultivo se observo una abundante cantidad de
dictioclamidosporas (Fig.2C y D) con paredes gruesas, pecioladas, ademas de micelio aéreo con
fidlides en verticilos. Presenta conidias elipsoidales con paredes delgadas y lisas, dispuestas en
conidioforos simples, indicando que se trataba de la variedad Chlamydosporia (Fig.2A). (Gams et
al 2001; Kerry and Bourne 2010).
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Curva de crecimiento de P.clamydosporia. Se observd un incremento en la formacion de
esporas, alcanzando un pico de 2.58 x 10 1 UFC/ml + 4.5 a las 84h, posterior a esta fecha hubo
una pequefia declinacion estabilizandose la produccion de esporas (Fig. 3 y 4). La obtencion de
UFC en fermentacion liquida permite considerar el incremento del hongo en tiempos cortos, para
posteriormente pasarlos a substratos sélidos (FS), con lo que se asegura la produccion de

dictioclamidosporas.

Fig.2. A) P.chlamydosporia var. chlamydosporia. A) Conidias elipsoidales dispuestas en conidiéforos simples B)
Colonias crecimiento esponjoso de color blanco. C y D) Dictioclamidosporas, aislamiento Coatlinchan
observados en un microscopio éptico (40x).
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1.5E+10

1E+10
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Fig.3 .Determinacion de la curva de crecimiento de P.chlamydosporia, en tubos de ensaye con SDC, donde se
observé un pico de produccion al tercer dia.
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Tiempo
12H 24H
Repeticiones | 12Hr 24H 36H 48H 60H 72H 84H 96H 108H 232H 256H 280H

1 0 4 9 16 36 26 33 41 28 17 23 25

2 0 3 10 18 26 34 43 23 22 29 17 27

3 0 3 7 25 21 49 69 34 41 40 21 20

4 0 1 4 30 21 20 49 40 34 26 25 23

5 0 4 6 13 32 28 43 21 27 33 12 19

1 0 3 4 26 23 27 67 31 22 32 17 22

2 0 1 3 25 22 32 49 18 24 39 17 37

3 0 3 5 22 24 37 53 24 60 30 26 35

4 0 3 3 20 21 21 54 38 23 22 30 18

5 0 4 4 20 31 41 56 20 33 30 24 17

MEDIA 0 2.9 5.5 215 25.7 315 51.6 29 314 29.8 21.2 24.3
UFC/mL 0 145000000 275000000 1075000000 1285000000 1575000000 2580000000 1450000000 1570000000 1490000000 10600000p0 1215000000
10ml 0 1450000000 2750000000 1.075E+10 1.285E+10 1.575E+10 2.58E+10 1.45E+10 1.57E+10 1.49E+10 1.06E+{L0 1.215E+10
Fig.4. [Tabla de conteo para la determinacién de la curva de crecimiento de P.chlamydosporia var. chlamydosporia. , en tubos de ensaye con $DC, donde se

o

Dservo un pico de produccion a las 84h.
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Fase en invernadero. Después de la aplicacion de los tratamientos se observé mayor presencia
de nematodos fitopatdgenos con poblaciones de N.aberrans (J2) mas abundante en la Nave 1 con
88 J2 y 84 adultos, respecto a la Nave 2 que no se observo precencia de N.aberrans (Figura 4).
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Fig.4 Efecto del tratamiento de Biofumigacién en poblaciones de N.aberrans (J2) y de otros nematodos
fitopatégenos.
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GENETICA DE LA RESISTENCIA A LA PATA PRIETA (Phytophthora

parasitica) EN JAMAICA (Hibiscus sabdariffa)
Rafael Rojas Rojas?, Carlos De Leon-Garcia de Albal, Victor H. Aguilar Rincon?, Javier

Hernandez Morales?, Ernestina VValadez Moctezuma?®, Ciro VelascoCruz*.

INTRODUCCION

La jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una planta anual originaria de Africa Oriental, susceptible
a Phytophthora parasitica que causa la pudricion del tallo conocida como “pata prieta” (Amusa et
al., 2005). Los sintomas son amarillamiento, necrosis en la base del tallo, marchitez de las hojas y

muerte rapida de la planta (Escalante et al., 2001).

En algunos programas de mejoramiento se incluyen caracteres relacionados con resistencia
genética a enfermedades como un método econdémico de control para disminuir pérdidas de
rendimiento y reducir costos de produccién. Existen técnicas como los disefios dialélicos que
permiten conocer la naturaleza de la accion de genes implicados en la determinacion de los
caracteres cuantitativos (Gardner y Eberhart, 1966), otro método que puede ayudar a la seleccién
son los ISSR’s usados para encontrar marcadores ligados al gen de interés que ayuden a la seleccion
asistida por marcadores (MAS), debido a que pueden ser secuencias de un gen cuya herencia es
factible de deteccion en la progenie (Jimenez-Galindo et al., 2009) como el marcador UBC-855,
ligado al gen que confiere resistencia a Fusarium sp. en garbanzo (Ratnaparkhe et al., 1998). En
Mexico no se ha determinado si existen variedades de jamaica resistentes a P. parasitica y tampoco
se tiene informacion de la importancia del componente genético en la expresion del caracter. El
objetivo del presente trabajo es evaluar la resistencia genética de variedades de jamaica a
Phytophthora parasitica, determinar la genética de la resistencia y analizar con marcadores de

ADN el polimorfismo relacionado con resistencia.

!Fitopatologia, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados. 56230. Km. 36.5. Carretera México-Texcoco.
Montecillo, Estado de México. 2Genética, Campus Montecillo, Colegio de Postgraduados. ®Departamento de
Fitotecnia, Universidad Auténoma Chapingo. 56230. Chapingo, Estado de México. “Estadistica, Campus Montecillo.
Colegio de Postgraduados.

Autor para correspondencia: rojas.rafael@colpos.mx
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MATERIALES Y METODOS

El material genético utilizado en este trabajo fueron ocho variedades progenitoras (cuatro
resistentes y cuatro susceptibles a la enfermedad) evaluadas en 2014. Las plantas fueron
establecidas en suelo estéril en invernadero durante primavera de 2015 en Montecillo,

México.

Genética de la resistencia. Para el estudio de los parametros genéticos se planted la
formacion de un disefio dialélico. La siembra fue directa y se establecieron 10 plantas de cada
progenitor. Para obtener la F1 se realizaron todas las cruzas directas posibles en dialélo. Las
cruzas se realizaron en fase de botdn floral emasculando por la tarde y realizando la
polinizacién el dia siguiente. Las semillas se cosecharon 50 dias después de la polinizacion.
Con las cruzas de la generacion F1 se evaluara la resistencia de cruzas y progenitores. Para
el andlisis de la herencia de la resistencia. A partir de la F1 se avanzard a F2 a través de
autofecundaciones de las plantas para observar el tipo de segregacion.

Analisis molecular. Como material vegetal se usaron plantulas de ocho progenitores y 28
plantas F1 generadas de las cruzas dialélicas. La extraccion de ADN se realiz6 de hojas por
el método SDS-acetato de potasio (Weising et al. 2005). Para la seleccion de los marcadores
se probaron 100 iniciadores de la Universidad de British Columbia (UBC Primer set no. 9)
en un progenitor susceptible y otro resistente a Phytophthora parasitica y se seleccionaron
aquellos que presentaron mayor polimorfismo. Las condiciones para la amplificacion fueron
las descritas por Nagaoka y Ogihara (1997), excepto la temperatura de alineamiento. Los

productos de PCR fueron analizados en geles de acrilamida 6% (Sambook et al., 1989).

RESULTADOS Y DISCUSION

Genética de la resistencia. Se obtuvo semilla F1 de cada una de las cruzas del disefio
dialélico y se obtuvo la generacion F2. Se usaran 120 plantas de cada familia F2 para realizar

el estudio de la herencia y los parametros genéticos.

Analisis molecular. Se seleccionaron 10 iniciadores ISSR que generaron mayor
polimorfismo (Cuadro 1.) en las variedades progenitoras, UAN-8 con reaccion resistente y

3-Q-3 susceptible. Se seleciond la temperatura 6ptima de alineamiento para cada iniciador y
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el tiempo de corrida del gel de acrilamida para la visualizacion de los productos de PCR se

ajustd a 80 minutos.

Cuadro 1. Secuencia de nucleotidos de 10 ISSR seleccionados y temperatura de

alineamiento.
Primer 1o, Secuencia (5'-3): Temperatura de alineamiento
(°C)

UBC-826 ACACACACACACACACC 54
UBC-827 ACACACACACACACACG 54
UBC-834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 56
UBC-836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 54
UBC-837 TATATATATATATATART 40
UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 54
UBC-864 ATGATGATGATGATGATG 48
UBC-874 CCCTCCCTCCCT 56
UBC-890 HVHGTGTGTGTGTGTGT 50
UBC-891 HVHTGTGTGTGTGTGTG 515

R=A+G, H=A+T+C, V= G+A+C, Y=C+T

CONCLUSIONES

Se cuenta con semilla de los progenitores, las generaciones F1y F2 para el estudio

de la herencia y los parametros genéticos.

Los iniciadores ISSR seleccionados fueron UBC-826, UBC-827, UBC-834, UBC-
836, UBC-837, UBC-842, UBC-864, UBC-874, UBC-890 y UBC-891.
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AVANCES EN EL ESTUDIO DE LA SECADERA DE PINO Y

APLICACION DE Trichoderma harzianum EN TRES SUSTRATOS

Silvia E. Garcia Diaz!, Dionicio Alvarado Rosales!, David Cibrian Tovar?, José T.
Méndez Montiel?, Arnulfo Aldrete!, Guadalupe Valdovinos Ponce® y Armando Equihua
Martinez?.

INTRODUCCION

En México, la produccion de especies forestales, se realiza en contenedores utilizando
principalmente como medio de crecimiento la turba (peat moss), agrolita y vermiculita que
se conoce como mezcla estandar; una desventaja de esta mezcla es su alto costo de
produccion en plantas de vivero y por su alto contenido de materia organica y humedad es
favorable al dafio por Fusarium spp. Hernandez (2014), sefiala que el aserrin y la corteza
de pino son desechos de la industria forestal que pueden ser utilizados como sustratos.

La enfermedad de la secadera en pino causada por Fusarium spp. ha sido una
limitante en la calidad de la planta, ocasionando pérdidas de hasta un 40% en su produccion
(Garcia et al., 2007). Una alternativa que se ha utilizado para su control es la aplicacion de
Trichoderma harzianum en los viveros forestales. Se desconoce la respuesta de Fusarium
spp. en los diferentes tipos de sustratos y por ende se planted, identificar morfo y
molecularmente la especie de Fusarium spp. que causa la secadera y pudricion de raiz en
Pinus gerggii Engelm, evaluar la germinacién y patogenicidad en tres sustratos para el
manejo de Fusarium sp. y determinar la respuesta de la aplicacion de Trichoderma

harzianum.

'Fitosanidad. Colegio de Postgraduados campus Montecillos. Km 36.5 Carretera México-Texcoco,
Montecillo, Edo., de México, C.P. 56230, Texcoco, Edo. De México.

2 Division de Ciencias Forestales, Universidad Auténoma Chapingo (UACh). Km 38.5 Chapingo,
Edo. De México C.P. 56230. Texcoco, Edo. De México.

Autor de correspondencia: silvia.garcia@colpos.mx.
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MATERIALES Y METODOS

Colecta de material enfermo e Identificacion morfo y molecular del hogo. Se realiz
la colecta de material enfermo de Pinus greggii en el vivero Forestal Militar de Atlangatepec,
Tlaxcala. Se llevaron al laboratorio del Colegio de Postgraduados para su analisis y obtener
la cepa pura, monoconidial del hongo de Fusarium sp. La identificacion morfolégica se
realiz6 con mediciones de conidios, circinas, color de la colonia. Con lo que respecta a la
parte molecular, se realiz6 extraccién de DNA con el kit comercial DNeasy Plant mini kit
(Quick-StartProtocol. QIAGEN), se obtuvo 100 pl de ADN en solucién, se hizo la PCR y

fueron enviados a Seul, Corea, para su secuenciacién en Macrogen.

Area de estudio. El experimento se llevd a cabo en los invernaderos de la Division de

Ciencias Forestales (DiCiFo), Universidad Autdnoma Chapingo. Texcoco, México.

Preparacién de sustratos y siembra de semilla. Las mezclas de sustratos fueron: S1-
peat moss, agrolita y vermiculita (PM+Ag+V), S2- aserrin, corteza y peat moss
(As+Corteza+PM), y el S3-corteza, aserrin y peat moss (C+As+PM); en proporciones de
60:20:20 respectivamente (Hernandez, 2014). Se agreg6 a las mezclas de cada sustrato
fertilizante de lenta liberacion Osmocote Plus® (15-9-12), con tiempo de liberacién de 8a 9
meses, en dosis de 7 gr por litro de sustrato. Se utilizaron tubetes de 174 ml y charolas de 42
cavidades. La semilla utilizada es de Pinus greggii de Pueblo Nuevo, Puebla. La siembra se
realizé el 13 de febrero de 2015. La germinacion inicio el 11 de marzo y terminé el 13 de
abril de 2015. Se realiz6 la evaluacion hasta los cinco meses de edad de la planta. El riego

fue diario al inicio durante la germinacién, posteriormente cada tercer dia.

Inoculacion del patégeno Fusarium sp y el hongo antagonista Trichoderma
harzianum. Para la inoculacion de Fusarium sp. (F), se tomaron tres cepas de hongo
desarrolladas en caja Petri, se molieron en la licuadora con 300 ml de agua destilada estéril
y se impregnd la semilla con el hongo a una concentracion de 7.9 x 10* esporas por ml. Se
realizaron tres aplicaciones de Trichoderma harcianum (Th) con una dosis de 3.4 g por litro,
la primera se impregno la semilla bajo un remojo de 24 horas, la segunda al mesy la tercera
a los tres meses de edad de la planta. Se tomaron 20 plantulas por repeticién, con cuatro

repeticiones, son 80 plantas por tratamiento dando un total de 960 plantulas.
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Disefio experimental y analisis estadistico. El disefio experimental fue completamente
al azar con 12 tratamientos (3x2x2) tres sutratos con y sin Fusarium, con y sin Trichoderma,
con cuatro repeticiones; cada repeticion fue una charola y se tomaron solamente las 20
plantas del centro, se utilizd el procedimiento Mixto de SAS, version 9.0 (SAS Institute,
2002) y la comparacion de medias se hizo con la prueba de Tukey. Para evaluar la variable
germinacion se obtuvo el porcentaje y se transformaron los datos en Varcoseno. Para el

porcentaje de plantas enfermas por Fusarium sp., se tomaron los datos semanalmente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintomatologia y patogenicidad. La sintomatologia observada, en la etapa de cerillo, se
manifestd con un estrangulamiento en la punta de la planta, de forma que se veia chupada o
seca de la parte de arriba, la plantula moria a la semana. Una vez desarrollada la planta
presento caida del brote principal y decoloracion de aciculas de amarillo a color rojizo con
pudricion de raiz. Lo cual coincide con los sintomas descritos por Herron (2015), donde
sefala que las plantulas de un afio de edad presentan caida del brote terminal y decoloracion

de aciculas. Se reaislaron 264 cepas de Fusarium de los tratamientos.

Identificacién morfo y molecular. EI hongo se identifico como Fusarium circinatum de
acuerdo a los microconidios sin septos, que miden 8x3.5 um, de forma oval, aislados o en
falsas cabezas, que surgen de monofialides y polifialides, desarrollan circinas (hifas estériles
tabicadas y curvadas que tienden a enroscarse) en medio MSA, ausencia de clamidosporas,
los macroconidios miden 35x4 um. Estas caracteristicas concuerdan con las reportadas por
Leslie et al., (2006). La identificacion molecular coincide con lo reportado por Kvas et al.,
(2009) que con su estudio filogenético lo ubica en el clado de América. La cepa se deposito

en el banco de genes con clave de acceso (en proceso).

Inoculacion en semilla de Fusarium circinatum y Trichoderma harzianum en
germinacion y planta. Mediante el andlisis estadistico de la germinacion de semilla, se
obtuvo que al aplicar un tratamiento con Trichoderma harzianum y Fusarium circinatum
tiene un efecto directo, ya que disminuye el numero de semillas germinadas

independientemente del sustrato, como se muestra en el cuadro 1. Mukherjee et al., (2013),
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menciona que el comportamiento de Trichoderma spp., es micoparasito, produce antibioticos
y es un agente de biocontrol para enfermedades en plantas. Los resultados nos sefialan la
importancia de realizar mas estudios para saber el momento oportuno de la aplicacion de

Trichoderma harzianum.

Cuadro 1. Medias en la germinacion de semilla de Pinus greggii en tres sustratos con y sin F. circinatum
y T. harzianum.

Sustrato Tratamiento Germinacion (media)
S3 T12(C+PM+As) 0.00a
S2 T8(As+PM+C) 0.11a
Sl T4(PM+Ag+V) 0.06 a
S1 T2(PM+Ag+V) +Fc 0.56b
S3 T10(C+PM+As)+Fc 0.53b
S2 T6(As+PM+C)+Fc 0.62b
S2 T5(As+PM+C)+Fc+Th 0.68b
S2 T7(As+PM+C)+Th 0.69b
S3 T11(C+PM+As)+Th 0.75b
S3 T9(C+PM+As)+Fc+Th 0.77b
S1 T3(PM+Ag+V) Th 0.80b
S1 T1(PM+Ag+V)+Fc+Th 0.84Db

S1=Peat moss+agrolita+vermiculita, S2 =Aserrin+peat moss+corteza) S3=Corteza +peat moss+aserrin), (Fc)
Fusarium circinatum, (Th) Trichoderma harzianum. 8Valores promedio en una columna con diferente letra son
estadisticamente diferentes (p<0.05)

En los tratamientos que fueron inoculados solamente con Fusarium sp. se obtuvo un
porcentaje de 93% de planta enferma, independientemente del sustrato a las 10 semanas,
mientras que con Fusarium mas Trichoderma, el porcentaje es ligeramente mas bajo. Esto
concuerda con lo que sefialan Mukherjee et al., (2013), al decir que tiene un efecto en el

control de enfermedades (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de planta afectada por Fusarium circinatum en cada sustrato sesmanalmente en el
periodo de marzo a mayo de 2015.

Semanas
Sustrato Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total (%)
s1 T1(PM+Ag+V) 0 6 19 3 19 19 14 8 3 © 91
+Fc+Th
S1 T2(PM+Ag+V) +Fc 21 16 19 0 14 9 0 7 2 5 93
S2 T5(As+PM+C)+Fc+Th 4 13 10 10 17 8 4 2 2 10 80
S2 T6(As+PM+C)+Fc 0 8 15 6 25 8 6 8 2 15 93
S3 T9(C+PM+As)+Fc+Th 5 7 26 12 10 17 0 5 0 5 87
S3 T10(C+PM+As)+Fc 8 14 15 7 14 17 3 5 7 3 93

S1=Peat moss+agrolita+vermiculita, S2 =Aserrin+peat moss+corteza) S3=Corteza +peat moss+aserrin). (Fc)
Fusarium circinatum, (Th) Trichoderma harzianum.
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CONTROL QUIMICO DE STRUTHANTHUS INTERRUPTUS
(SANTALALES-LORANTHACEAE) EN EL JARDIN ALEXANDER

PUSHKIN, DISTRITO FEDERAL
Claudia Contreras Ruiz !, Dionicio Alvarado Rosales?, David Cibrian Tovar?”,

Guadalupe Valdovinos Ponce?

INTRODUCCION

Los muérdagos son un grupo diverso de plantas parasitas pertenecientes al orden
Santalales, con una amplia gama de coniferas y otras plantas lefiosas como hospedantes
(Geils et al. 2002; Vazquez et al., 2006). En este orden se encuentra la familia Loranthaceae
que constituye el grupo de plantas parasitas con mayor distribucion en el mundo representada

por 65 géneros y 850 especies, siendo Struthanthus uno de estos géneros (Herrera, 2005).

El género Struthanthus retne entre 50 y 60 especies distribuidas desde México hasta
Brasil, reportdndose 8 para México; sin embargo, se requiere de una revision taxonémica
cuidadosa (Cibrian y Alvarado, 2007). Una de las principales causas de afectacion en el
arbolado urbano en la Ciudad de México es la infeccion por diferentes muérdagos de los
géneros Struthanthus, Cladocolea, Phoradendron y Psittacanthus principalmente (Marchal,
2009). Cibrian et al. (2010) realizaron un ensayo con diferentes reguladores de crecimiento
para el control quimico de Cladocolea diversifolia sobre el arbolado urbano de la Ciudad de
México y determinaron que etefén y Mezcla MKI (muérdago killer inyectable) en dosis altas
provocaron la mayor mortalidad (52% y 34% de brotes nuevos de la planta, respectivamente).
Debido a que la dosis alta de etefén causé un impacto sobre el hospedante, Cibrian et al.
(2010) recomendaron realizar ajustes para evitar fitotoxicidad, asi como evaluar este
producto sobre otras especies de muérdago de importancia como Cladocolea loniceroides y
Struthanthus interruptus en el area urbana del Distrito Federal; asi como tambien evaluarlo

en otras especies de arboles hospedantes.

! Programa de Fitosanidad. Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Carretera México-Texcoco Km. 36.5,
Montecillo, Texcoco.

2Departamento de Silvicultura y Ecologia, Division de Ciencias Forestales, Chapingo.

*Autor de correspondencia: dcibrian@correo.chapingo.mx
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Por lo anterior, fue necesario realizar el control quimico con etefén del muérdago

Struthanthus interruptus en arboles de Populus deltoides.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El jardin Alexander Pushkin se ubica en Av. Cuauhtémoc s/n (Eje 1 Pte.),
colonia Roma Norte en la Delegacién Cuauhtémoc, entre las calles Morelia y Alvaro
Obregon. Las principales especies arbdreas que se encuentran en el area de estudio
pertenecen a los géneros Populus, Acer y Ligustrum, los cuales estan siendo afectados en
diferente grado por el muérdago verdadero Struthanthus interruptus.

Diagnostico del arbolado urbano. El género de mayor abundancia en el jardin es Populus,
por ello, se seleccionaron al azar 28 arboles de chopo americano Populus deltoides (Martinez,
2008). Se registraron variables dasométricas como altura total y didmetro normal, asi como
también el nivel de infeccion de cada individuo. El nivel de infeccion del arbolado se evaluo
a partir de una escala de evaluacion de tres niveles; Nivel 1-infeccidn baja, Nivel 2-infeccion
media y Nivel 3-infeccion alta.

Disefio experimental. Se utiliz6 un disefio experimental completamente al alzar con un
arreglo factorial 4x7, donde el primer numero corresponde al nimero de tratamientos
(cuatro) y el segundo al numero de repeticiones (siete). La unidad experimental estuvo
constituida por un arbol del hospedante Populus deltoides. EI nimero total de arboles que se
estudiaron fueron 28. La variable que se evaluo fue la densidad de follaje (%) del muérdago
Struthanthus interruptus, asi como también la densidad de follaje (%) del hospedante.

Determinacién de tratamientos. Se establecieron cuatro tratamientos para el control del
muérdago. En tres tratamientos se aplicé el producto quimico etefon® a diferentes dosis,
mientras que en el cuarto tratamiento se aplicé agua destilada estéril. La dosis tanto del
producto quimico asi como de agua destilada estéril en cada arbol, se determin6 de acuerdo
al diametro normal del mismo. Los tratamientos se muestran a continuacion en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Tratamientos para el control del muérdago Struthanthus interruptus.

Dosis
Tratamiento Producto
(ml de producto/cm de didametro normal)

1 Etefon Alta (A) 4ml
2 Etefon Media (M) 3ml
3 Etefon Baja (B) 2ml
4 Agua destilada estéril Testigo (M 2ml

Aplicacion de tratamientos. Los arboles seleccionados se marcaron con una placa de
aluminio en la cual se registré el nimero de arbol de 1 a 28 y la dosis que de forma aleatoria
se aplicd, alta (A), media (M), baja (B) o testigo (T). La aplicacién de tratamientos se realizo
mediante el sistema de inyeccién denominado Bio-dosificador Sistémico (en patente),
sistema de baja presion que dirige la dosis de producto determinada al xilema del hospedante.
La inyeccion consistié en realizar perforaciones con taladro y broca de 3/8” en la base del
tronco, se introdujo un arborplug® de numero 4 en cada perforacion, se coloco el Bio-
dosificador Sistémico® y se llend con la dosis de producto determinada en cada punto de
inyeccion, finalmente se inyectd el producto con ayuda de una bomba de aire. EI nimero de
puntos de inyeccion se determind de acuerdo a la circunferencia de la base del arbol. Se hizo
una perforacion a cada 30 cm y la dosis del producto se repartié equitativamente en cada
punto de inyeccion; aunque dependiendo de cada individuo, el nimero de puntos de
inyeccion cambid. Se realizaron dos aplicaciones de tratamientos, la primera el 17 de abril y
la segunda el 4 de agosto de 2015. Cabe sefialar que durante la segunda aplicacion de
tratamientos se realizaron nuevas perforaciones.

Evaluacion de la densidad de follaje de muérdago. Para evaluar el efecto de los
tratamientos aplicados en el muérdago y el hospedante, se realizo la evaluacion de la densidad
de follaje de la planta parasita con una escala de evaluacion de densidad de follaje de diez
categorias, mientras que para el hospedante se utilizd una escala de evaluacion de densidad
de follaje de cuatro categorias. Se realiz6 una evaluacién previa a la aplicacion del primer
tratamiento y se continud realizando las evaluaciones cada siete dias durante los siete meses
posteriores a dicha aplicacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Densidad de follaje del muérdago. Durante las evaluaciones de la densidad de follaje
del muérdago, se observé la defoliacion de la planta parasita independientemente de la dosis

de etefon que se aplico. Debido a que por el momento se esta realizando la Gltima evaluacion
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de la densidad de follaje de la planta parasita, el analisis de los datos no se ha realizado
todavia. Sin embargo, con este trabajo se espera contribuir al conocimiento sobre el efecto
de la aplicacion del producto quimico etefon al tronco de los arboles de Populus deltoides
como parte del control quimico del muérdago Struthanthus interruptus en el Jardin
Alexander Pushkin; asi como también determinar a partir de los tres tratamientos con etefon
cuél es la dosis con mayor efectividad para el manejo del muérdago, que logre la defoliacion

y en algunos casos la muerte de la planta parésita.
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ESPECIES DE Phyllophaga (COLEOPTERA: MELOLONTHIDAE) EN LA
ZONA DE ABASTO DEL INGENIO EMILIANO ZAPATA, MORELOQOS,

MEXICO
Monica Zaragoza Ortegal, Obdulia L. Segura Ledn?, Julian Hernandez Cruz?*, Miguel

A. Moron Rios, Jorge M. Valdez Carrasco?, Saul Sanchez Soto®

INTRODUCCION

La produccién de cafia de azucar en diferentes regiones en México se ve afectada por
diversos insectos, ente ellos los coledpteros de los géneros Phyllophaga, Ciclocephala,
Anomala, Dyscinetus, Euetheola, Macrodactylus y Ligyrus, la mayoria conocidos como
gallina ciegas (Flores, 1994) . Riess y Flores (1976) sefialan la presencia de 15 especies
plaga para el cultivo de cafia de azlcar en México, entre las que destacan Phyllophaga sturmi
Bates, P. crinalis Bates, y P. lalanza Saylor (Morén 1997); Anomala sincta Say y
Ciclocephala fulgurata Burm. Particularmente para Morelos se reportan a P. obsoleta, P.
brevidens, P. vetula, P.setifera, P.pruinosa, P. lenis, P. ravida, P. fulviventris y P.
ilhuicaminai como plagas de cafia de azlcar y maiz (Rodriguez del Bosque y Moron, 2011).

Por otra parte los estudios taxondmicos y faunisticos sobre el género Phyllophaga (sensu
lato) en el estado de Morelos se han documentado por Deloya, 1993 Deloya et al., 1988,
1993, 1995, Deloya y Moron (1994, 1998), Aragon y Morén (2003), Morén (2004),
Rodriguez del Bosque y Moron (2011) en los que ademas se han descrito nuevos taxa. Sin
embargo se tiene escasa informacién entre la asociacion de este complejo de especies v el
cultivo de cafia de azucar en esta zona que permita una inmediata determinacién especifica
y el consecuente desarrollo de estrategias de manejo y control. De este complejo especifico,
las larvas se catalogan como de gran importancia ecoldgica y ademas econdémica ya que se
alimentan del sistema radicular y causan marchitamiento de las plantas, reduccién en la
capacidad de absorcion de agua, minerales y nutrimentos, lo que retarda el crecimiento y

limita la produccion (Flores, 1994; Riees y Flores, 1976).

! Entomologia. Campus Montecilllo. Colegio de Postgraduados. Montecillo, Estado de México. 56230,
México.? Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional. Hornos 1003, Col.
Nochebuena. Sta. Cruz Xoxocotlan, Oaxaca 71230, Meéxico. “Autor por correspondencia:
jheciidir@yahoo.com.mx 3 Entomologia. Campus Tabasco. Colegio de Postgraduados. Carretera Libre
Cérdenas-Coatzacoalcos km 21, Poblado C-27, Cardenas, Tabasco. 86500. México
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La similitud de la morfologia de las diferentes especies en estados inmaduros hace dificil
la identificacion de las especies en campo por lo que un primer paso para el reconocimiento
de estas, es la identificacion de los adultos de la zona con base en caracteristicas taxondmicas
de los machos. Por lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo identificar y describir
la morfologia de los adultos de las especies de Phyllophaga presentes en la zona de abasto

del ingenio Emiliano Zapata en el estado de Morelos.

MATERIALES Y METODOS

Caracteristicas del area de estudio. La investigacion se realizé en cuatro municipios del
estado de Morelos, Tlaltizapan, Tlaquiltenango, Jojutla y Xochitepec pertenecientes a la zona
de abasto del ingenio Emiliano Zapata, situados en la provincia fisiografica de la Sierra
Madre del sur y la depresion del Balsas, con temperatura media anual de 24°C y promedio
de precipitacion anual de 917 mm.

Metodologia. La captura de adultos del género Phyllophaga se realiz6 con ayuda de
trampas tipo embudo con luz blanca y colectas manuales, durante los meses de lluvias entre
mayo-septiembre de 2013 a 2015. Los ejemplares colectados se conservaron en alcohol al
70%; posteriormente se hizo la separacién de morfoespecies para finalmente se montarlos en
alfileres entomoldgicos junto con su genitalia. Posteriormente se tomaron las imagenes de
los ejemplares representantes de cada especie y de sus caracteres diagndsticos, con el
microscopio Tessovar, Carl Zeiss® adaptado con camara digital para microscopia Paxcam
3.2. ® Las iméagenes fueron procesadas en Gimp version 2.8. Para la determinacion especifica
se utilizaron los criterios propuestos por Morén (1986, 2004). Se redacto la diagnosis de los
grupos identificados y se construy6 una clave dicotomica para separar los machos de las

especies colectadas.
RESULTADOS Y DISCUSION

Durante los tres afios de colecta en los cuatro municipios se obtuvieron 1,066 adultos
machos del genero Phyllophaga, distribuidos en cuatro subgéneros: Listrochelus,

Chlaenobia, Phytalus y Phyllophaga (s. str.), el cual fue el mejor representado con tres
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grupos: porodera, ravida, y anodentata y cuatro especies: P. porodera, P. ravida, P. lenis y

P. brevidens. La distribucion de las demas especies se muestra en el cuadro 1.

Cuadro 1. Namero de individuos por especie de Phyllophaga (sensu lato) colectados en la zona de
abasto del ingenio Emiliano Zapata, Zacatepec, Morelos.

Subgénero Grupo Especie Ejemplares
Listrochelus “cavata” P.riverana Moron 22
Chlaenobia “vexata” P. rzedowskiana Aragén y Morén 217
Phytalus “pruinosa” P. hoogstraali Saylor 65
Phytalus “macrocera” P. batillifer (Bates ) 31
Phyllophaga “porodera” P.porodera (Bates) 26
Phyllophaga “ravida” P.ravida (Blanchard) 15
Phyllophaga “incerta sedis” P.martinezpalaciosi Morén 7
incerta sedis “incerta sedis” P.ilhuicaminai Morén 191
Phyllophaga “anodentata” P.lenis (Horn) 317
Phyllophaga “anodentata” P.brevidens (Bates) 175

Total 4 7 10 1066

La especie con mayor predominio fue P. lenis. Esta especie tiene amplia distribucion en
los estados de la region occidental, centro y sureste del pais y forma parte del grupo de
especies que han desarrollado de la capacidad de colonizar diversos ambientes a distintas
latitudes y altitudes. La otra especie con mayor predominio fue P. rzedowskiana la cual
representa un endemismo de la region, ya que el paratipo de la especie fue encontrado en la

region de estudio de este trabajo lo cual explica su comportamiento.

La comunidad de Phyllophaga en el area de estudio muestra una mezcla interesante de
especies ya que combina elementos de amplia distribucién (P. lenis y P. ravida), con
elementos provenientes de ambientes himedos (P. riverana, P. hoogstraali), ambientes

xericos (P. ilhuicaminai) y endemismos (P. rzedowskiana).

A continuacion se presenta la diagnosis del grupo anodentata, el cual fue el grupo mas
abundante (Sensu Moron 1986):

Anodentata. Longitud corporal entre 13-20 mm. Cuerpo ovalado, robusto, notablemente
ensanchado hacia atras. Color pardo obscuro, pardo rojizo, castafio rojizo, castafio
amarillento, y frecuentemente con un viso grisaceo o blanquecino. Region dorsal cubierta
con sedas largas y cortas muy abundantes. Mas notorias en la mitad anterior, y en ocasiones

con una cubierta aterciopelada muy fina. Cabeza pequefia en proporcion con el protérax, 0jos
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grandes poco prominentes. Clipeo corto, redondeado, casi hemicircular, en ocasiones con el
borde anterior ligeramente sinuado. Antenas formadas por 10 artejos. Maza antenal
masculina de igual longitud o hasta dos veces mas larga que este. Labro reniforme, poco

excavado, setifero, poco prominente.

Pronoto 1.5-1.7 veces mas ancho que largo, con los bordes laterales moderadamente
proyectados en su porcion media; puntuacion en general circular, muy fina y muy densa,
aunque en ocasiones es tosca; angulos anteriores prominentes y aguzados 0 poco notables y
redondeados; angulos posteriores obtusos pero bien marcados. Pigidio masculino poco
convexo. Placa anal masculina con un reborde anterior que alcanza los extremos laterales, y
cuya parte mesial presenta un proceso bilolado o bidentado; y en otros casos este reborde

solo estd marcado hacia los lados.

Ambos espolones metatibiales masculinos articulados. Ufias masculinas y femeninas
similares con el denticulo intermedio corto, semitriangular y frecuentemente un poco
aproximado hacia la pequefia dilatacion basal. Pardmeros cortos, fusionados en anillo con
una pequefia proyeccion bidentada ventral y denticulos latero-distales simétricos. Edeago
esclerosado muy ornamentado con espinas, sedas y un filamento recurvado ligeramente

asimétrico en algunas especies.

P. Phyllophaga lenis: placa anal con dos denticulos en el borde anterior, sin un area
granulosa en el penultimo segmento abdominal. Especies de color pardo rojizo, cuerpo
ovalado. Dorso con sedas largas. Ufias dentadas con el diente ubicado en posicion basal.
Longitud corporal 18 mm. Genitalia con parameros cortos fusionados dorsoventralmente,
con los apices convergentes y con una proyeccion bidendetada, aguda, orientada hacia abajo.
Edeago semitubular esclerosado con dos proyecciones laterales orientadas caudalmente y un
flagelo en posicion dorsal-apical, largo, recurvado y espinoso el apice.

P. (Phyllophaga) brevidens: Placa anal sin denticulos, con un &rea granulosa en el
penultimo segmento abdominal. Especies de color pardo rojizo, cuerpo ovalado. Longitud
corporal 18 mm. Dorso con sedas cortas. Ufias dentadas, recurvadas con el diente en posicion
basal. Genitalia con parameros cortos fusionados dorsoventralmente, con los apices

convergentes, con una proyeccion bidentada ventral orientada caudalmente y una notable
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proyeccion a los lados, que en vista lateral da un aspecto bifurcado. Edeago semitubular,

medianamente esclerosado con un ornamento preapical recurvado y setoso en el apice.

Las colectas de adultos de gallina ciega en la zona de abasto del ingenio Emiliano Zapata
durante los tres afos, sefiala la presencia de un complejo de diez especies del genero
Phyllophaga, las cuales coinciden con las sefialadas por Deloya et al., 1988, 1993, 1995,
Deloya y Moron (1994, 1998), Aragén y Moron (2003, 2004), Rodriguez del Bosque y
Moron (2011), con base en estos resultados se sefiala una gran diversidad de especies del
género Phyllophaga en el estado de Morelos, que contribuyen al conocimiento del género en
la zona de estudio y su posible relacion con el cultivo de cafia de azlcar por haber sido
colectadas en la zona produccién. Es importante llevar a cabo monitoreos tempranos de
larvas en el cultivo de cafia de azlcar puesto que se colectaron ejemplares adultos de las
especies P. ravida, P. ilhuicaminai, P. lenis y P. brevidens reportadas como plagas para este

cultivo.
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¢TIENE ALGUN EFECTO SOBRE LA BIOLOGIA REPRODUCTIVA
ALIMENTAR CON CASEINA (PROTEINA) A ADULTOS DE Catolaccus

hunteri (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE)?
Agustin J. Gonzaga-Segura?, Esteban Rodriguez-Leyva?, J. R. Lomeli-Flores?

INTRODUCCION

Los insectos requieren de fuentes de energia como proteinas, lipidos y carbohidratos para el
desarrollo de las funciones vitales como la supervivencia y reproduccion. Estas demandas
también son requeridas en todos los parasitoides de Hymenoptera y la adquisicién y
almacenamiento de esos nutrientes pueden llevarse a cabo durante el desarrollo del estado
inmaduro. No obstante, en especies sinovigénicas (Rivero y Casas, 1999; Jervis, et al., 2001),
la alimentacion de las hembras adultas sobre su huésped para obtener una fuente de proteina
es importante para manifestar su potencial reproductivo (Wheeler, 1996).

Los nutrientes complejos que se almacenan en algunos tejidos del parasitoide se desdoblan
a nutrientes menos complejos para que puedan ser absorbidos por el intestino, facilitando el
movimiento hacia la hemolinfa. Con respecto a las proteinas, éstas pueden proceder de
fuentes exdgenas ingeridas por el adulto, o a partir de aminoacidos sintetizados en el cuerpo
graso; esta sintesis puede ser util para la formacion de oocitos, y la vitelogenina es la proteina
mas importante absorbida por el ovario (Rivero y Casas, 1999). En distintas especies de
parasitoides se ha documentado el aumento de longevidad y fecundidad cuando tienen
suplementos alimenticios en estados inmaduros o en adultos, entre estos una fuente de

carbohidratos (miel), proteinas, vitaminas y lipidos (Coskun et al., 2009).

Aunque existen trabajos que indican que los suplementos de carbohidratos o incluso de
algunas proteinas o vitaminas prolongan la vida de varias especies, y permiten que la
fecundidad sea mayor que en parasitoides sin esa fuente de alimento (Guerra y Martinez,
1994; Rojas et al., 1996), no se ha explorado completamente si una fuente de proteina puede
tener alguna influencia en la dindmica de fecundidad y alimentacion sobre el huésped. Para
conocer el efecto de un suplemento a base de proteina sobre una especie sinovigénica se usara
como modelo de estudio a Catolaccus hunteri (Hymenoptera: Pteromalidae). Este es un
ectoparasitoide solitario, sinovigenico y generalista que ataca al picudo del chile,
Anthonomus eugenii (Coloeoptera: Curculionidae) (Rodriguez-Leyva et al., 2000, 2007).
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12 posgrado en Fitosanidad, Entomologia y Acarologia, Colegio de Postgraduados, Km.
36.5, Carretera México- Texcoco, Montecillo, C.P. 56230 Texcoco, Estado de México,

México.

Ademas de la biologia particular de esta especie, que facilita el modelo de estudio, se tiene
establecida la metodologia de cria sobre el huésped facticio Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchidae) (Rodriguez-Leyva et al., 2002, Vasquez et al., 2005), y una
metodologia de exposicion del huésped en cépsulas de Parafilm® (Morales-Ramos et al.,
1996; Rodriguez-Leyva et al., 2000) que facilitara las observaciones sobre la oviposicion y
alimentacion sobre el huésped. Por lo anterior, el objetivo de este estudio es evaluar si un
parasitoide sinovigénico alimentado con proteina (caseina) y carbohidratos en estado adulto,
modifica la biologia reproductiva, especificamente la fecundidad y el nimero de larvas

muertas por alimentacion.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. El trabajo se llevé a cabo en el laboratorio de Control Biol6gico del
Colegio de Postgraduados en Texcoco, Estado de México. Se estableci6 una cria de
Catolaccus hunteri sobre una colonia de un huésped facticio (Callosobruchus maculatus),
sobre semillas de garbanzo de acuerdo a la metodologia de Vasquez et al. (2005) y
Rodriguez-Leyva et al. (2002). En la cria del parasitoide se han seleccionado a aquellas
hembras que ovipositan los primeros siete dias después de la emergencia. Para el ensayo se
utilizaron C. hunteri adultos de 18 h 0 menos de edad. Todos los ensayos y experimentos se
realizaron a 25+2°C, 60-70% H. R. y un fotoperiodo de 12:12 h L:O.

Unidad experimental y tratamientos. La unidad experimental se conformd por dos
machos y una hembra del parasitoide confinados dentro de una caja de Petri (10x10x2 cm)
con un orificio de ventilacion y un algodon hiumedo, ademas de la aplicacion del tratamiento
respectivo. Los tratamientos consistieron en 0, 30, 60 y 120 mg de caseina/1 mL miel. Dentro

de cada arena, y con una jeringa de 5 mL, se proporcion6 cada tratamiento sobre la cara

162

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

interna de la caja de Petri para la alimentacion ad libitum de los insectos. Ademas de esto se
colocé una lamina de 12 cépsulas de Parafilm® (forma de dvalo), cada capsula contenia dos
larvas de C. macullatus del ultimo instar, para evaluar la fecundidad y alimentacién sobre el
huésped (Morales-Ramos et al., 1992; Rodriguez-Leyva et al., 2000). La caseina (fuente de
proteina) y miel se renovaba cada 48 h, mientras que las ldminas de Parafilm® con el huésped
cada 24 h. Cada tratamiento se evalud sobre una hembra de manera induidual y se realizaron

10 repeticiones de cada tratamiento.

Variables respuesta: En cada tratamiento se determind el nimero total de huevos por
hembra por dia (oviposicion), y el nimero de larvas muertas por alimentacion por hembra

por dia.

Analisis estadistico. En el experimento se utilizé un disefio completamente al azar. Los
resultados de oviposicion y alimentacion sobre el huésped se sometieron a un andlisis de
varianza usando el programa Stati stix 8.1 (Analytical Software, 2003). Las medias se

compararon usando la prueba de separacion Tukey (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las hembras que tuvieron acceso a caseina y miel mostraron mayor oviposiciéon con
respecto a aquellas que tuvieron solo miel (Fs, 246=3.30; P=0.0211), especificamente la mayor
fecundidad fue de 118.15+9.03 comparado con 79.65+7.88 (Cuadro 1). Este estudio muestra
que un suplemento a base proteina con carbohidratos, ademas del huésped, puede
incrementar la fecundidad del parasitoide. A pesar que la miel se ha utilizado como un
suplemento para la cria de enemigos naturales (Harvey et al., 2012), una fuente externa de
proteina puede ser importante para la maduracion y aumento en la produccion de huevos
(Jervis et al., 2001). La explicacion de estos fendmenos puede ser a que una mayor cantidad
de animoacidos se puede tener més vitelogenina, proteina importante absorbida por el ovario

(Kamura, 2011) y por consecuencia una mayor oviposicion del parasitoide.
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Cuadro 1. Efecto de diferentes concentraciones de caseina mezclada con miel sobre parametros
biolégico de Catolaccus hunteri.
Tratamiento Parametro biol6gico (xEE)
(mg de caseina/ 1 ml miel)

Fecundidad ! Alimentacion 2

Cas 120 93.9+9.87 ab 60.36+ 2.76 ab

Cas 60 118.15+9.03 a 60.43+ 2.31 ab

Cas 30 89.78+9.32 ab 52.89+ 2.56 b
Cas 0 79.65+7.88 b 64+ 3.29 a

Medias con la misma letra en una columna no difieren estadisticamente entre si (Tukey p<0.05). Fecundidad
F3, 246= 3.30; P = 0.0211; Alimentacion 2 Fs, 246= 0.0431; P = 0.0091.

En cuanto la alimentacién sobre el huésped (Cuadro 1), aquellas hembras que se les proporciond
la caseina en 30 mg y miel fueron las que menos larvas depredaron, comparada con las hembras
alimentadas con miel (Fs, 246= 0.0431; P = 0.0091). La alimentacion del parasitoide sobre el huésped
asegura su crecimiento y desarrollo, ademas de que es un estimulo importante para el proceso de
oogenesis (Morales-Ramos et al., 1996). Una de las caracteristicas de la hemolinfa del huésped es
tener un complejo de sustancias, entre éstas se encuentra las proteinas, indispensables en la

produccion de huevos (Kapranas y Luck, 2008).

Algunos trabajos demuestran que la alimentacién de parasitoides sobre su huésped y un
suplemento alimenticio puede incrementar algunos parametros bioldgicos (Morales-Ramos et al.,
1996), en este estudio se encontrd que la combinacién de miel y una fuente de proteina (60 mg
caseina/mL miel) contribuyeron a que Catolaccus hunteri manifestara mayor fecundidad, sin que se
incrementara el niamero de huéspedes eliminados por alimentacion (Cuadro 1), quizé esto se debe a

que el insecto obtiene mayores recursos para la produccidn de huevos (proteina).
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ACAROS ERIOFIDOS (ACARI: ERIOPHYOIDEA) ASOCIADOS A

ARBOLES DE LA FAMILIA PINACEAE EN MEXICO
JesUs A. Acufia-Soto!”, Edith G. Estrada-Venegas?, Armando Equihua-Martinez?,

Ignacio M. Vazquez-Rojas?, Jestis Romero-Napoles?, Gabriel Otero-Colina' y Alejandro
Rodriguez-Ortega*

INTRODUCCION

En éarboles de importancia forestal tenemos organismos asociados que han utilizado este
recurso para su beneficio, con su alimentacion pueden mermar la salud del hospedero y ser
considerados de importancia econémica. Actualmente se conocen mas de 200 organismos
que afectan la salud de estos arboles, de las cuales el 50 % pertenecen a insectos, 30 % a
enfermedades de tipo virales, fungosas y bacterianas, un 19 % a plantas paréasitas y solo el 1
% a &caros de los cuales destacan los de la familia Tetranychidae (Cibrian-Tovar et al., 1995,
2007).

Los eriéfidos son otro grupo relevante de &caros fitdfagos, los cuales causan clorosis en
la base de las aciculas y la deformacion en su crecimiento, otras especies atacan los conos
causandoles deformaciones y con ello se pierden las semillas, estos dafios se acentian mas
en plantaciones de monocultivos (cultivos extensivos) causandole al productor una pérdida
econdmica, mientras que en condiciones naturales, raramente su hospedero se ve afectado
(Castagnoli et al., 2010). A nivel mundial se conocen alrededor de 15 géneros y
aproximadamente 100 especies asociadas a la familia Pinaceae de los géneros Abies y Pinus
(Amrine y Stasny, 1994); para el caso de México a pesar de ser un pais con una gran
diversidad de pinaceas, los trabajos sobre eriofidos asociados a ellas son nulos, el Gnico
registro que se tenia hasta 1995 es el referente a Trisetacus ehmanni Keifer, 1980 atacando
aciculas de Pinus arizonica y P. duranguesis (Cibrian-Tovar et al., 1995), sin que se haya
podido corroborar la identidad del &caro; en trabajos posteriores no se menciona ningin

eridfido para estas plantas (Hoffman y Lépez-Campos, 2000; Pérez-Ortiz et al., 2014).

!Programa de Entomologia y Acarologia, Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
2Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

3Laboratorio de Acarologia “Anita Hoffmann”, Facultad de Ciencias, UNAM.

“Facultad de Agrotecnologia, Universidad Politécnica “Francisco I Madero”.
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167

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

Estos antecedentes nos dan una idea del poco conocimiento taxondémico que se tiene del
grupo, ademas se desconocen aspectos basicos sobre la biologia y comportamiento, asi
mismo la nula evaluacion de los dafios que provocan a sus hospederos no esclarecen su
importancia econdémica. Por lo que el objetivo del siguiente trabajo busca contribuir con el
conocimiento taxondémico de los eriofidos asociados a arboles de la familia Pinaceae, una

evaluacion preliminar de los dafios ocasionados y su distribucién en estas plantas.

MATERIALES Y METODO

A partir del 2013 se realizaron recoletas de follaje de diversas especies del género Abies
y Pinus en varias localidades de los 26 estados con presencia de estas especies, se tomaron
aciculas de las partes altas, medias y bajas asi como de los cuatro puntos cardinales; este fue
trasladado al laboratorio de entomologia forestal del Colegio de Postgraduados, campus
montecillo, en bolsas herméticas debidamente etiquetadas. Se montaron ejemplares
botanicos para su determinacion taxondémica. Los eriéfidos se extrajeron y montaron de
acuerdo a lo propuesto por Amrine y Manson (1996); la clasificacion a género se realiz6 con
las claves de Amrine, et al. (2003), y para las especies se revisaron las descripciones
originales. Para la evaluacion de los dafios y observaciones de comportamiento, se tomo un

20 % del follaje, y se realizaron observaciones bajo microscopio estereoscopico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolectaron un total de 39 hospederos de los cuales 35 taxones son del género Pinus
y cuatro de Abies, en ellos se encontraron 28 especies de acaros eriéfidos asociadas, de las
cuales 17 pertenecen a la familia Eriophyidae y 11 a Phytoptidae, no se encontraron
representantes de la familia Diptilomiopidae. Hasta el momento del total de especies
encontradas se presentan unicamente 14 las cuales han sido determinadas a nivel especifico
y sus hospederos, las restantes se encuentran en proceso taxondmico ya que es posible que

sean nuevas (Cuadro 1).

Diferentes especies de eriofidos asociadas a los pinos, se encontraron habitando en las

partes mas tiernas de las aciculas esto es en su base y donde se encuentran protegidos de las
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condiciones climaticas adversas asi como de sus depredadores, algunos otros en las partes
mas maduras, de las especies asociadas al género Abies, los organismos se encontraron
vagando libremente sobre las aciculas y unos cuantos en la base de estas y que por lo general
eran organismos en estados quiescentes. Todas las coniferas presentaron dafios en las
aciculas, asociados a donde se encontraron los eriofidos, este fue variable en proporcion y
tipo en cada una de las plantas evaluadas, se encontr6 desde aciculas con manchas cloréticas
en su base, y brotes de aciculas enrolladas, cabe sefialar que no se encontraron agallas en los
conos como se ha reportado para algunas pinaceas (Castagnoli et al., 2010); mientras que
para las especies de los abetos, presentaron aciculas cloroticas en su base. El follaje evaluado

presento un dafio de entre 5y 40 % (Cuadro 1).

Los dafios son mas evidentes, en las partes altas de los arboles y disminuye su proporcion
hacia las partes mas bajas de este, asi mismo se observo que los dafios son mas notorios en

los puntos este, oeste y sur del arbol y menores en la cara norte.

Cuadro 1. Relacién de especies de eriofidos encontradas y determinadas para las pinaceas en México.

Pinaceae Estados Especies de Eriéfidos Dafio % de dafio
Pinus caribea QROO Platyphytoptus pineae Clorosis 40
Setopus jonesi Deformacién 5
P. contorta BCN Trisetacus campnodus Clorosis 10
Platyphytoptus multisternatus Errante 15
P. halepensis MEX Trisetacus halepensis Clorosis 10
Platyphytoptus sabinianae Clorosis 5
P. jeffreyi BCN Platyphytoptus eloradensis Errante 35
Phyllocoptes farkasi Clorosis 5
Setoptus jonesi Deformacién 10
P. lambertiana BCN, Trisetacus alborum Clorosis 35
P. lumholtzii CHIH, JAL, ZAC Setoptus strobacus Deformacién 20
P. oocarpa JAL, GRO, CHIA  Setopus viator Clorosis 40
Platyphytoptus pineae Errante 15
P. ponderosa BCN Platyphytoptus eloradensis Errante 45
Setopus jonesi Deformacién 20
P. quadrifolia BC Platyphytoptus eloradensis Errante 20
Setopus jonesi Deformacion 15
Abies concolor BCN, CHIH Epitrimerus abietis Clorosis 25

De las 14 especies determinadas, todas son consideradas nuevos registros para los estados
donde fueron encontradas, cabe mencionar que no se ha encontrado a Trisetacus ehmanni en
ninguno de los arboles colectados, la cual ha sido la Unica especie reportada para el pais

(Cibrian-Tovar et al., 1995). Como era de esperarse al no contar con estudios faunisticos del

169

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

grupo en México, el 50 % de la especies restantes (14) resultaron ser nuevas y asociadas a

pinos endémicos del pais, lo que nos da una idea de todo lo que falta por ser estudiado.

Como se observa en el cuadro 1, algunas especies de pinos albergan hasta tres especies de
eridfidos y de familias diferentes, y lo que se ha observado es que cada una de ellas ocupa un
espacio diferente en las aciculas, las especies de los géneros Setoptus y Trisetacus, habitan
en la base de las aciculas en donde esté el tejido en crecimiento y protegidos por las bréacteas
que las rodean, pero Setoptus lo hace internamente y Trisetacus al exterior mientras que
Phyllocopthes y Platyphytoptus se encuentran fuera de estas y son especies errantes, lo
mismo sucede con Epitrimerus en el género Abies. Es por ello que las especies de Setoptus y
Trisetacus son la que causan un dafio méas notable al estar alimentdndose en las partes en
crecimiento; sin embargo en este estudio, las especies de Setoptus han sido mucho mas
abundantes que Trisetacus y se considera que son las que mas afectan a los arboles a

diferencia de lo que reportan Cibrian-Tovar et al. (1995).

Los dafios encontrados pudieran no ser considerados como importantes; sin embargo
nunca se ha realizado una evaluacién de la salud del arbol, ya que es posible que con la
constante alimentacién de estos &caros a lo largo del tiempo puedan mermar su salud, como
ha sido estudiado para el eri6fido Eriophyes cerasicrumena Walsh, 1867, que produce agallas
en hojas del capulin (Prunus serotina) y Aculus fockeui Nalepa y Trouessart, 1981, en hojas
de durazno (Prunus persica) en ambos casos disminuye la tasa fotosintética de la planta

debido a la constante alimentacion de los &caros (Larson, 1998; Kondo y Hiramatsu, 1999).

Es importante mencionar que todas las aciculas evaluadas provienen de arboles maduros
de bosques naturales en los cuales los dafios méas evidentes son en las aciculas nuevas
(clorosis) y en aciculas maduras en menor proporcién y son muy contrastantes, por otro lado
y en menor proporcion las deformes (enrolladas) que se presentan Unicamente en renuevos;
esto se debe a que ha encontrado que la turgencia de las células es un factor importante en la
alimentacion de los eriofidos por que dependen de la presion contenida en estas para tomar
su alimento, ya que al perforarla, su contenido sube por capilaridad a traves de los estiletes y
esta presion es mayor en células en crecimiento (Whitmoyer et al., 1972).

Por lo tanto de las 14 especies determinadas consideramos que las del género Setoptus son

las que mas dafio causan y las mas abundantes dentro de las aciculas en comparacién con el
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género Trisetacus; respecto a los dafios provocados se requieren de mas estudios en los cuales
poder establecer si estos acaros tienen potencial para ser considerados como especies de
importancia econémica. Con este estudio podremos esclarecer la relacion que los &caros
eriofidos presentan con las pinaceas y para ello es necesario primeramente contar con un
listado faunistico de especies asociadas y posteriormente realizar estudios mas complejos
como los bioldgicos y ecoldgicos; se sigue trabajando en la taxonomia, asi como en estudios

de biologia y comportamiento.
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DINAMICA POBLACIONAL DE Oligonychus punicae y Oligonychus
perseae (ACARI: TETRANYCHIDAE) EN DOS HUERTAS DE
AGUACATE DEL MUNICIPIO DE URUAPAN, MICHOACAN

Laura A. Salvador- De Jests'", Edith G. Estrada —Venegas?, Armando Equihua-
Martinez®, M. P. Chaires-Grijalva* y Gabriel Otero-Colina®.

INTRODUCCION

México es uno de los principales productores de aguacate (Persea americana Mill.) es la
cuarta fruta tropical mas importante en el mundo. La produccion nacional del aguacate se ha
incrementado en cuanto a superficie cultivada y volumen de produccion, siendo el estado de
Michoacan quien ocupa el primer lugar con 1 millon de toneladas de produccion equivalente
al 90% seguido de Nayarit con 26, 000 t (2.5 %), Morelos con 25, 000 t (2.2 %) y el Estado
de México con 21,000 t (2%) (SIAP, 2010; Rubi et al., 2013). Sin embargo la produccion
disminuye, debido a los dafios ocasionados por plagas y enfermedades, ocasionando pérdidas

econdmicas y altos costos para su control.

Los acaros de la familia Tetranychidae asociados al cultivo del aguacate son uno de los
grupos de mayor importancia en namero y diversidad de especies descritas (Pritchard y
Baker, 1955; Gutierrez, 1985; Baker y Tuttle, 1994; Quirds et al., 1996). Las bases de los
queliceros estan fusionados y forman un estil6foro, adaptado para penetrar en el tejido de las
plantas, normalmente los dafios se presentan con puntos cloréticos ocasionando bronceado o

puntuacion, disminuyendo la actividad fotosintética (Cerna et al., 2009).

En México se han reportado dos especies para el cultivo del aguacate, Oligonychus
punicae (Hirst) y Oligonychus perseae (Tuttle, Baker y Ababtiello), considerados como los

mas prejudiciales (Estrada-Venegas, 2002).

!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

*Autor de correspondencia: salvador.jesus@colpos.mx
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Oligonychus punicae — Esta especie probablemente es originaria de México y Guatemala,
Barbosa (1983) menciona que su ciclo de vida a 22 °C es de 15.74 dias. La poblacion se
desarrolla a lo largo del nervio central de la hoja, introduciendo sus estiletes en los tejidos de
la planta provocando un manchado rojizo (Aponte y McMurty, 1997; Cerna et al., 2009).

Oligonychus perseae- Es una plaga de las mas importantes debido a su resistencia a los
organosfosforados, se encuentra en el envés de las hojas jovenes, agrupados en colonias y
como proteccion estan cubiertas por una telarafia, a mayor poblacién se forman largas tiras

necroticas a lo largo de las nervaduras de las hojas (Salinas et al., 1985).

Ante la problemética que estas dos especies representan, el objetivo de este trabajo fue
conocer la dinamica poblacional en dos huertas de agucate hass en diferentes condiciones
agroecoldgicas con la finalidad de generar informacion basica sobre el comportamiento que

sea aplicable a los programas de manejo.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en dos huertas del municipio de Uruapan, en el estado de
Michoacéan. La huerta Jicalan ubicado en las coordenadas 19° 23" 06.38"" N y 102° 04”
13.41” W, altitud de 1593 msnm, se caracteriza por tener un manejo de tipo convencional,
un monocultivo donde se usan agroquimicos para el control de plagas y enfermedades. La
huerta del Parque Nacional Barranca del Cupatitzio ubicado en las coordenadas 19° 25
44.65" Ny 102° 05°40.95"W, altitud 1779 msnm, se caracteriza por ser una huerta de tipo
organico, un monocultivo rodeado de diversidad de flora y fauna, para el control de plagas

utilizan insecticidas botanicos y realizan labores culturales.

Los muestreos se realizaron a partir del mes de marzo de 2013 y finalizando el mes de
febrero de 2014. En cada sitio de muestreo se seleccionaron 10 arboles al azar y 3 hojas por
cada punto cardinal. Las muestras se depositaron en bolsas de plastico y se trasladaron al
laboratorio en Texcoco, Estado de México. En el laboratorio el follaje fue revisado en el
microscopio estereoscopico, se colectaron los organismos y una parte representativa fue
seleccionada para el aclarado y montaje con liquido de Hoyer, se realizaron las preparaciones

que fueron utilizados para la determinacion taxonomica mediante claves dicotomicas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Oligonychus punicae En el primer mes de muestreo realizado en marzo 2013, hay una
menor poblacién, durante el mes de abril hasta julio las huertas presentan una disminucion
en el numero de individuos, y de septiembre a enero se presenta poca actividad, mientras que
en la huerta del Parque Nacional en el mes de abril presenta un pico poblacional, a partir del
mes de mayo decrece la poblacién y para el mes de febrero de 2014 vuelve a presentarse en

menor cantidad.

Dinamica poblacional de Oligonychus punicae
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Figura 1 Dinamica poblacional de Oligonychus punicae en dos huertas de aguacate en condiciones
agroecoldgicas diferentes. Presenta dos picos poblacionales en el mes de abril 2013 y febrero 2014.

En la figura 1 Las dos huertas presentan ligeras diferencias a nivel poblacional,
presentando dos picos poblacionales en el mes de abril de 2013 y en el mes de febrero de
2014, en el Parque Nacional solo se presenta durante el mes de abril de 2013, estos datos
difieren con la investigacion realizada en Coatepec de harinas en el Estado de México, ahi se
presentan dos picos poblacionales, uno en el mes de mayo y otra en noviembre (Estrada,
2002) posiblemente la diferencia de aparicion de los picos poblacionales en Michoacan y en
el Estado de México, se debe a los factores climaticos de cada lugar, el tipo de manejo de la

huerta o el nivel de vegetacion del lugar.

Oligonychus perseae Las poblaciones de O. perseae tienden a crecer de forma

exponencial al comienzo del verano, seguido de un rapido descenso en el final del verano
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(Kerguelen y Hoddle 1999; Hoddle et al., 1999, 2000; Montserrat et al., 2013; Zapala, et al.,
2015), los datos obtenidos del muestreo coinciden con el pico mas alto obtenido durante el
verano en la huerta del Parque Nacional, disminuyendo a partir del mes de septiembre, en la
huerta Jical&n O. perseae en el mes de junio y julio presentan una mayor actividad, sin

embargo no presenta picos poblacionales altos.

Dinamica poblacional de Oligonychus perseae
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Figura 2 Dinamica poblacional de Oligonychus perseae. Pico poblacional en el mes de julio 2013 en la
huerta del Parque Nacional

Al comparar las dos sitios en diferentes condiciones agroecoldgicas, el ANOVA mostro
que no hay diferencias significativas entre ellas (F= 0.54; p>0.0001), la prueba de Tukey
confirmo que el tipo de manejo (convencional u orgénico) no influyen en el comportamiento
poblacional O. punicae y O. perseae, debido a que en la huerta con manejo organico sigue el
mismo paradigma de la agricultura convencional donde el objetivo es superar al factor
limitante (O. punicae y O. perseae) sustituyendo insumos, y que desde la perspectiva
agroecoldgica, debe existir una relacion entre la biodiversidad, procesos ecosistemicos y la
productividad (Altieri y Nicholls, 2007).

En conclusion, en la huerta Jicalan, se presenta el mayor nimero de individuos de
Oligonychus punicae, ademas presenta dos picos poblacionales en el mes de abril y febrero,
mientras que en la huerta del Parque Nacional se presenta el mayor pico poblacional de

Oligonychus perseae en el mes de Julio, Estadisticamente los sitios aun con diferentes
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condiciones agroecoldgicas, no existen diferencias significativas y se debe a que
posiblemente al tratarse de que ambas huertas son monocultivos de aguacate, no hay
autoregulacion poblacional de manera natural, al verse interrumpido por el uso de acaricidas
sintéticos y botanicos, disminuyendo el nimero de depredadores y aumentando el nimero de

otros artrépodos asociados al cultivo del aguacate.
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ENEMIGOS NATURALES (ACARO-PATOGENO Y DEPREDADORES)
DE Raoiella indica EN MEXICO

Morales de la Cruz Cipriana®, Otero Colina Gabriel'", Alatorre Rosas Raquel?,
Martinez Bolafios Luciano®, Estrada Venegas Edith Guadalupe! y Sanchez Soto Sadl*

INTRODUCCION

El &caro rojo de las palmas, Raoiella indica Hirst (Acari: Tenuipalpidae), es una plaga de
importancia cuarentenaria, procedente de paises alrededor del Océano Indico y que se detectd
por primera vez en el afio 2009 en isla Mujeres y en Cancun, Quintana Roo, donde ocasiona
graves dafios en palmas de coco y a platano, asi como a diversas especies vegetales
(SENASICA, 2012). En el transcurso de su expansion en México y otros paises de América
tropical se ha adaptado a nuevos ambientes y hospedantes, donde puede llegar a poblaciones
muy altas y causar un dafio significativo. Su control resulta dificil, ya que se necesitan
aplicaciones repetidas de insecticidas (Mendoga et al., 2005). Las plantas afectadas por la
presencia del acaro, muestran manchas amarillentas dispersas en el haz y envés de las hojas,
las que posteriormente se tornan completamente amarillentas. La alta infestacion de esta

plaga puede ocasionar aborto de flores o frutos pequefios (Hoy et al., 2006).

Existen varios enemigos naturales de R. indica como los acaros depredadores Amblyseius
channabasavanni (Phytoseiidae) y el coccinélido Stethorus keralicus (Coccinelidae) (Hoy et
al., 2006). También se reporta a Amblyseius largoensis como un depredador muy comun, que
se presenta durante todo el afio asociado con R. indica en Trinidad, Tobago y en Puerto Rico
(Carrillo et al., 2010; Carrillo y Pefia, 2011). En Florida, EE.UU., los mismos autores
reportan que las poblaciones de A. largoensis son capaces de aumentar cuando se alimentan
solamente de R. indica. En Cuba, y Colombia reportan que este fitoseido es el Unico
depredador asociada con el acaro rojo de las palmas, con preferencia por estado del huevo.
Este depredador presentd una respuesta funcional de tipo Il y numérica positiva al aumento
de las densidades de R. indica (Ramos et al., 2010; Carrillo et al., 2011b).

!Fitosanidad- Entomologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
Autor de correspondencia: cipri_morales@hotmail.com
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En cuanto a los patdgenos, no hay estudios especificos que hablen sobre hongos acaro-
patdgenos. Como ejemplo de un dato sobre parasitismo de un hongo en acaros fitofagos,
Rosas-Acevedo y Sampedro-Rosas (2006) mencionan a Hirsutella infestando Brevipalpus
phoenicis. Por esta razon se llevo a cabo esta investigacion, con el objetivo de identificar los
enemigos naturales de Raoiella indica tanto depredadores como patégenos en zonas de

prevalencia de este acaro.

MATERIALES Y METODOS

Entre 2013 y 2014 se hicieron recorridos en varios estados de la Republica Mexicana, en
zonas de prevalencia de R. indica, como son: Veracruz, Tabasco, Chiapas, Oaxaca,
Campeche, Quintana Roo, Yucatan y Baja California Sur, con el propésito de determinar la
presencia de los diferentes enemigos naturales de dicho acaro. Para esto se visitaron huertas
comerciales, plantas de tranpatio y malecones donde se cortaron entre 12 a 15 foliolos de las
hojas de palma de coco y se guardaron en bolsas de polietileno, se llevaron lo mas pronto
posible al laboratorio en hieleras con geles refrigerantes o bolsas de hielo y ahi se revisaron
detenidamente bajo microscopio estereoscopico. Se colectaban con un pincel todos los
insectos y acaros depredadores que se encontraban en el foliolo y se transferian a frascos
con alcohol al 70%. Si se encontraban &caros micosados (acaros con micelio saliente del
cuerpo) se les marcaba con un circulo para luego colectarlos y sembrarlos en medio de

cultivo.

Para la siembra de los &caros micosados se prepardé medio H el cual contiene sacarosa,
dextrosa, peptona de soya, extracto de levaduras y agar. En cada caja Petri con el medio H
se marcaron siete u ocho puntos en donde se sembraron los dcaros micosados, para facilitar
la ubicacion de las colonias que se llegaran a desarrollar. Una vez identificado un &caro con
crecimiento de micelio, usando una aguja de punta fina previamente desinfectada con alcohol
y flameada en el mechero se tomo el &caro micosado y se transfirid en el primer punto de la
caja con el medio H; con el mismo procedimiento se hicieron las siembras de otros acaros
hasta completar los siete acaros en una caja Petri. Todas las cajas sembradas se incubadron a

27°C, cada dos dias se observaba para ver si el crecimiento del hongo era uniforme y también
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si no habia contaminantes, entonces se tom¢ una pizca con la ayuda de una aguja de diseccién
y se transfirié a una caja Petri nueva con el medio de cultivo H, revisando continuamente

para evitar el crecimiento de hongos contaminantes.

Cuando una colonia habia alcanzado un diametro de aproximadamente 2 cm, se tomo una
pizca de ella, se hizo un frotis entre porta y cubreobjetos con lactofenol como medio de
montaje y se observé en el microscopio de contraste de fases. También se observo el aspecto
que tenian las colonias cuando las cajas Petri se invertian (base hacia arriba) y a partir esas
cajas se hicieron cultivos monosporicos para su purificacion. Se identificaron con base en
caracteristicas morfoldgicas y por analisis de segmentos del gen ITS 1 y 2. Los acaros e
insectos presentes en las muestras, se colectaron con un pincel de punta fina y se conservaron
en alcohol al 70% otra parte de la muestras se colect6 por lavado y tamizado de los foliolos
con detergente para facilitar el desprendimiento de cualquier acaro e insecto, posteriormente
todo lo que quedaba en el asiento del tamiz se transfirio en un frasco para su revisién. Los
acaros se montaron entre porta y cubreobjetos en liquido Hoyer y los insectos se montaron
con alfileres. Se us6 microscopio de contraste de fases para la identificacion de los acaros y

microscopio estereoscopico para la identificacion de los insectos

RESULTADOS Y DISCUSION

En todas las muestras colectadas en los estados de Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Campeche,
Quintana Roo y Yucatan hubo presencia de Acaro-patdgenos asi como también de acaros e

insectos depredadores.

Entre los acaro-patdgenos el que predominé fue el género Hirsutella (Figura 1); este
hongo se ha reportado en diferentes acaros, como Brevipalpus phoenicis Rossi-Zalaf, 2008;
McCoy y Kanavel. (1969) observaron a Hirsutella thompsonii en Phyllocoptruta oleivora en
plantas de citricos en Florida causando epizootias. También se ha encontrado a Hirsutella
spp. de manera natural en México en Aceria guerreronis (Hall et al., 1980). En este trabajo
se encontrd que este hongo tiene la capacidad de provocar intensas epizootias sobre este
acaro. Es un patdgeno que se ha registrado en los acaros de las familias Eriophyidae y

Tetranychidae, El parasismo por el hongo se manifiesta cuando el micelio empieza a salir
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del cuerpo del acaro radialmente adhiriéndose sobre el sustrato, con lo que el acaro queda
totalmente firme o pegado al foliolo de la hoja (Figura 1 B y C). Un &caro sano presenta un
color rojo intenso pero cuando es parasitado se torna de color negro obscuro y se empiezan
a observar los micelios transparentes salientes del cuerpo de este (Samson et al., 1980). En
este trabajo se ha encontrado tres variedades diferentes: thompsonii, vinacea y sinematosa

(Figura 2). La identificacion a partir del segmento del gen ITS 1 y 2 permitid corroborar

preliminarmente que los hongos pertenecen al género Hirsutella.

LN bd | N
;-,UME B hom‘ X1,200 ' 10m CPeL?ME\C

Figura 1. Acaropatogenos montados en lactofenol entre porta y cubreobjetos y observados en el microscopio
Carl Zeiss A) dos adultos de R. indica micosados por Hirsutella sp. B y C) Fotografia del microscopio

electrénico del barrido.

Figura 2. Hirsutella thompsonii var. A) sinematosa, B) thompsonii y C) vinacea

Se encontraron acaros depredadores como Amblyseius largoensis, (Phytoseiidae). Este
acaro tiene amplia distribucion; en muchos sitios vive donde R. indica no esté presente (De
Moraes et al., 2004). Sin embargo, Carrillo et al. (2010) mencionan que este acaro tiene la
capacidad de alimentarse solo de R. indica. En cuanto a los insectos depredadores, se
encontraron trips de la familia Aelothripidae alimentandose de las larvas de Raoiella indica,
asi como neurdpteros de familia Crhysopidae y coledpteros de la familia Coccinellidae.

Carrillo et al. (2011b) mencionan la relacion de estos insectos con el &caro rojo de las palmas.
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Steneotarsonemus spinki: DINAMICA DE POBLACIONES, EVALUACION
DE DANOS EN CAMPO Y ENEMIGOS NATURALES EN LAS ZONAS
PRODUCTORAS DE TABASCO Y VERACRUZ, MEXICO

Marco A. Salazar Santiago!, Gabriel Otero-Colina*, Remigio A. Guzman Plazola?,

Raquel Alatorre Rosas !, Alejandro Pérez Panduro?, Carlos F. Ortiz Garcia®

INTRODUCCION

El arroz es una planta graminea del género Oriza, la cual se cultiva principalmente para
la obtencion de sus granos, principal alimento del ser humano en la mayor parte del mundo.
Actualmente existe un gran numero de especies y variedades en este género; sin embargo,
las més comunes son de la especie conocida como Oriza sativa (Martinez, 2001). El arroz
es afectado por el acaro Steneotarsonemus spinki Smiley (Acari: Tarsonemidae), el cual
causa dafio mecéanico a la planta en el interior de las vainas de las hojas, afecta directamente
el raquis de las paniculas e influye en los mecanismos de circulacién de los nutrimentos. Las
lesiones son poco profundas, el mayor problema consiste en que disemina al hongo
oportunista Sarocladium oryzae. La poblacion de S. spinki se incrementa a partir de la fase
de inicio del primordio floral hasta la apertura de panicula (Almaguel y Botta, 2005).
Sarocladium oryzae (Sawada) es un patdgeno que causa la enfermedad de la putrefaccion de
la envoltura de arroz. Las lesiones se agrandan y tienden a unirse, afectando toda la vaina de
la hoja. Las paniculas afectadas producen escasos granos llenos. En la década de los 70 S.
spinki produjo en China dafos al arroz con pérdidas de 30 a 90% en rendimiento, mientras
que Taiwan registro hasta el 20 a 60% de granos vacios; sin embargo, desde 1930 se atribuyen

dafos a S. spinki en el cultivo de arroz en India (Almaguel y Botta, 2005).

!Fitosanidad- Entomologia, 2Fitoatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P.
56230, Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
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* Autor para correspondencia: gotero@colpos.mx

182

——
| —



http://www.worldlingo.com/ma/enwiki/es/Rice

MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

Se observo a S. spinki infestando al arroz en Cuba (Ramos et al., 2001) y de ahi ha tenido
una rapida diseminacion, de manera que actualmente se encuentra en muchos paises de
América (Almaguel y Botta, 2005; Instituto Colombiano Agropecuario, 2005; Castro y
Ochoa, 2006). En el afio 2006 se observé la presencia de S. spinki en Palizada Campeche,
México (Trujillo, 2007).

Los objetivos de este trabajo son determinar la asociacion de fenologia del arroz con las
infestaciones de S. spinki, identificar a los hongos asociados con S. spinki y con el vaneo y
las especies de enemigos naturales de S. spinki presentes y probar su efectividad para el
control del &caro, asi como determinar los factores que afectan a las poblaciones de S. spinki.
El trabajo se restringe a Tabasco y Veracruz, aunque hay otras zonas arroceras afectadas.

MATERIALES Y METODOS

Se establecieron plantas de arroz traidas de los estados de Tabasco y Veracruz (Var.
Milagro Filipino) a una temperatura de 25°C a 27°C, fotoperiodo y humedad controlados,
con la finalidad de tener acaros disponibles para iniciar la cria. Tres meses antes y con el fin
de contar con plantas hospedantes se sembraron plantas de arroz (Var. Milagro filipino) en
suelo estéril para eliminar cualquier organismo presente en el suelo. Para asociar los dafios
del &caro con la fenologia del cultivo se contd con plantas en las diferentes fases fenoldgicas,
todas estas traidas de campo: vegetativa (activo amacollamiento, altura de la planta y
emergencia de las hojas), reproductiva (declinacién de macollas, engrosamiento del tallo y
floracién), maduracion (incremento tamafio y peso del grano). Se busco conocer la

composicion de la poblacion y sus cambios a lo largo del ciclo fenoldgico de las plantas.

Para la parte de campo los trabajos de realizaron en plantaciones de arroz de la variedad
Milagro Filipino en los municipios de Cardenas, Huimanguillo y Comalcalco, Tabasco, en
siembras de temporal, de julio de 2014 a julio de 2015, con muestreos quincenales en los que
se estimaron las poblaciones, la composicion de estadios de desarrollo, el efecto del climay
la fenologia de las plantas hospedantes sobre dichas poblaciones, sus mecanismos de

dispersion y donde se identificaron organismos asociados.
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De manera complementaria, se contaron plantas en campo de diferentes edades, para
determinar la presencia de hongos (entomopatogenos y fitopatdgenos) a partir de la etapa de
espigamiento, con y sin sintomas de presencia del acaro y de vaneo, se verifico la presencia
de S. spinki y de él se aislaron hongos para identificarlos mediante métodos selectivos. Se
observo al microscopio muestras constituidas por 50 plantas infestadas por este acaro para
determinar la presencia de cadaveres del mismo con apariencia de estar parasitados por
hongos; éstos se revisaron para determinar las caracteristicas del hongo asociado, tipo de

esporas y realizar una identificacion preliminar.

Se realizaron montajes de &caros asociados, posiblemente depredadores, en lactofenol azul
de algoddén y se observaron al microscopio 6ptico de contraste de fase. Se caracterizo
morfolégicamente e identificaron siguiendo claves. Para la siembra de estos acaros se
transfirieron a cajas Petri (75 x 15 mm) con Saboraud glucosa agar (SGA) mas antibioticos
y se incubaron y se revisaron hasta que los hongos logren desarrollarse (Cabrera et al., 2005).
Se tomaron datos de temperatura y humedad relativa, estos se obtuvieron de registros
regulares de estaciones climéticas provenientes de CONAGUA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la etapa vegetativa (germinacion, plantula y amacollamiento) no habia aun
infestacion de &caros; al inicio de la floracién se observd un promedio de 350 &caros
totales/planta; la poblacién maxima coincidié con la fase de emersion o salida de la floracion,
y fue mayor en las plantaciones germinadas entre los meses de julio y agosto, donde se elevd
a 15 760 acaros totales/planta (huevos, larvas, estados inactivos o ninfocrisalidas, machos y
hembras) en las etapas de plena floracion, llenado de granos y maduracién. Lo anterior ubica
a la variedad Milagro Filipino como altamente susceptible al ataque de S. spinki. Los estadios
mas abundantes fueron las hembras y las ninfocrisalidas. Esto se puede observar en el cuadro
ly?2.
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Cuadro 1. Presencia de S. spinki entre finalizacién de amacollamiento e inicio de floracion.

Planta Acaros Acaros/tallo Acaros/tallos
Huevos 35 350
Larvas 2 20
Presenta entre 8 a 10 tallos Estados inactivos 3 30
Hembras 0 0
Machos 2 20

Cuadro 2. Presencia de S. spinki entre floracion, espigamiento y maduracion.

Planta Acaros Acaros/tallo Acaros/tallos
Huevos 589 5890
Larvas 278 2780
Presenta entre 8 a 10 tallos Estados 475 4750
inactivos 141 1410
Hembras 153 1530
Machos

En la figura 1 se observd necrosis en los tallos, marchitez y granos vanos consecutivos al
ataque de S. spinki. Se postula que la poblacion de S. spinki es asocia mas fuertemente con

la fenologia de las plantas que con algun factor climatico en particular.

-

Figura 1. A) Dafios en los tallos de la planta de acuerdo a la poblacion de S. spinki, B) Necrosis en tallo,

C) Necrosis en semillas y D) poblaciones de S. spinki.

Al mismo tiempo se identificaron plantas hospederas importantes como se observa el
cuadro 3, las cuales son refugios S. spinki, mientras no hay plantas disponibles del cultivo.
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El viento fue un medio de dispersion y no se observo el transporte forético sobre insectos.
Como organismos asociados se identificaron acaros del género Neoseiulus (Phytoseiidae) y
hongos de la especie Hirsutella nodulosa, Hirsutella thompsonii, Hirsutella sinensis. No se
identifico al hongo Sarocladium oryzae, lo que sugiere que los dafios observados en
produccion de arroz en la zona de estudio son causados directamente por S. spinki y no por

la asociacion con dicho hongo.

Cuadro 3. Lista de plantas hospedantes de S. spinki, donde se les encontré mientras no hay presencia del

cultivo de arroz.

Familia Especie
Leptochloa scabra Nees
Poaceae Echinochloa colona (L.) Link
Panicum méximum Jacq.
Cyperaceae Cyperus hermaphroditus (Jacq.) Standl
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DIVERSIDAD GENETICA DEL GENERO Brevipalpus EN CUATRO

ESPECIES DE CITRICOS
Delfina Salinas Vargas!, Ma. Teresa Santillan Galicia®, Ariel W. Guzman Franco?, Laura

Delia Ortega Arenas!, Gustavo Mora Aguilera?, Antonio Lopez Hernandez®

INTRODUCCION

Los acaros de la familia Tenuipalpidae son conocidos como falsas arafiitas o acaros planos
(Childers et al., 2001), y fueron descritos por Berlese en 1913 (Jeppson et al., 1975), con 891
especies en 34 géneros distribuidas en el mundo (Mesa et al., 2009). Son &caros de habitos
fitéfagos, se alimentan principalmente de hojas cerca de la nervadura central en el envés,
aunque hay otras especies que se alimentan de frutos, corteza y botones florales (Jeppson et
al., 1975). Su importancia radica en que los &caros son transmisores de virus; tal es el caso
de los citricos, el café, el maracuya y algunas plantas ornamentales como las orquideas
(Bastianel et al., 2006). La identificacion taxondmica, basada en caracteristicas morfoldgicas,
del género Brevipalpus es caracteristico para su estudio; sin embargo, debido a su amplio
rango de hospedantes y su distribucion mundial, existe una variacion morfoldgica entre las
especies, ya que se tiene una relacién especifica entre los virus que transmiten, por lo que, es
probable de que existan especies cripticas, ya que las especies de importancia econdémica han
sido clasificadas de acuerdo a las similitudes morfologicas (Beheregaray y Caccone, 2007).
Debido a las caracteristicas similares que presentan las especies del género Brevipalpus spp.
es posible que la identificacion en muchos casos se haya realizado errdneamente, ademas, se
han observado variaciones intraespecificas dando lugar a sinonimias (Navia et al., 2013). El
gen citocromo oxidasa subunidad I (COIl) se ha usado para determinar la diversidad genética
y estructura poblacional en distintas poblaciones de acaros de importancia en citricos (Yuan
etal., 2010).
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Estudios recientes en poblaciones de complejo Brevipalpus phoenicis s. |. recolectados en
México y Brasil demostraron la presencia de cuatro haplotipos (Sanchez-Velazquez et al.,
2015). Asi mismo, la variacion genética observada pareciera estar influenciada por el
hospedante por lo que consideramos realizar esta investigacion para determinar si la variedad
genética de los individuos del género Brevipalpus esta relacionada con la especie de citrico

en donde se desarrollan.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de acaros en huertas de especies citricolas. Hembras adultas del genero
Brevipalpus spp. fueron recolectadas de hojas y frutos en cuatro especies de citricos: naranja,
toronja, mandarina y limon persa en huertas heterogeneas y homogéneas de los estados de
Sinaloa, Michoacan y Veracruz. Se seleccionaron cinco arboles de cada especie citricola
dentro de la huerta, se tomaron hojas y frutos que mostraron sintomas de dafios por acaros y
con la ayuda de una lupa de campo se cercior0 la presencia del género Brevilpalpus spp., las
muestras de cada arbol se pusieron en charolas de plastico para su transporte. De la misma
huerta se cosecharon frutos (en madurez fisioldgica) para la manutenciéon de los acaros

recolectados.

Establecimiento de las colonias de las hembras recolectadas Las hembras se
establecieron en frutos de la especie de citrico de donde se recolectaron. Para ello, los frutos
se lavaron con jabdn y agua, y se secaron al ambiente durante 12 horas; después a cada fruto
se le impregnd (so6lo la mitad de éste y la parte inferior) con parafina. Posteriormente se
demarcaron los frutos con “insect barrier glue”, para separar la parte inferior impregnada con
parafina y la parte superior para confinar a los &caros. En esta ultima, se coloc6 una mezcla
de arena, harina y yeso (en la misma proporcién) como sitio de refugio y oviposiciéon. Una
vez preparados los frutos, se procedid a la transferencia de las hembras bajo un microscopio
estereoscopico y con la ayuda de un pincel fino se colocaron individualmente en frutos de
naranja, limon persa, mandarina y toronja, previamente etiquetados con sus respectivos datos
de colecta. Los frutos ya infestados se mantuvieron en charolas de plastico a una temperatura
de 24 — 26 °C y una humedad relativa del 60%, de acuerdo con el método de Chiavegato-

Gonzaga (1986). Las colonias se mantuvieron hasta obtener todos los descendientes de la
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primera generacion. Para garantizar el desarrollo de las colonias, los frutos que mostraban

signos de deshidratacion, fueron reemplazados y los &caros transferidos a frutos nuevos.

Extraccion de DNA y amplificacion EI DNA genomico fue extraido de dos hembras
adultas de la primera generacion de las colonias previamente desarrolladas. Para la extraccion
se empled el Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Germantown, MD, USA) con
adaptaciones para la extraccion del DNA total en artrépodos pequefios. EI DNA obtenido se
amplific6 mediante PCR utilizando oligonucle6tidos de la region citocromo oxidasa | (CO-
I) del DNA mitocondrial DNF- 5> TGA TTT TTT GGT CAC CCA GAA G 3’ y DNR- 5’
TAC AGC TCC TAT AGA TAA AAC 3’ (Navajas et al., 1996). La PCR para la regién COI
se realiz6 en un volumen total de reaccion de 25 pL, que contenia 5 gL de DNA, 2.5 pL de
buffer 10X (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, California, USA), 1 pL de MgSOa4 [(50
mM) (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, California, USA)], 0.5 uL de dNTP (10 mM),
1 pL de la mezcla de oligonucledétidos (10 uM) y 0.5 uL de Taq Platinum® DNA polimerasa.
El volumen se ajustd con agua grado PCR. Las amplificaciones se realizaron con un
termociclador MyCycler TM (BIO-RAD Laboratories Inc., Hercules, CA, USA).

Secuenciacion del DNA ElI DNA extraido y amplificado de todas las muestras fue

enviado a la empresa Macrogen Inc en Corea del Sur para su secuenciacion.

Analisis de datos Las secuencias fueron editadas y ensambladas mediante el programa
BIOEDIT 7.2.0 (Hall, 1990), y el alineamiento multiple de las secuencias fue realizado
mediante el programa Clustal W (Thompson et al. 1994). Se realizd el analisis de
reconstruccion filogenética por el método de maxima verosimilitud mediante el programa
MEGA version 5.2 (Tamura et al. 2011). El nivel de confianza de las ramas fue estimado
mediante analisis bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985). Finalmente, la
significancia en la variacion genética entre poblaciones provenientes de diferentes especies
de citricos y entre estados fueron determinadas mediante analisis de varianza molecular
(AMOVA por sus siglas en inglés), estimado mediante el calculo del estadistico F usando el

programa Arlequin version 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) con 10000 permutaciones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En total se obtuvieron 105 secuencias parciales del gen COl, de las cuales después de ser
alineadas y cortadas se obtuvo una secuencia final de una longitud de 325 pb. El anélisis de
maxima verosimilitud mostré una separacion evidente entre especies que fueron catalogados
como Brevipalpus yothersi y B. californicus, con un valor de bootstrap del 100%. Solo seis
secuencias fueron para B. californicus, y cinco de estas provenian del estado de Veracruz, y

la otra de Michoacan.

El analisis AMOVA revel0 poca variacion entre las muestras recolectadas en las diferentes
especies de citricos (2.44%), asi como entre estados (2.04%).

Estos resultados muestran que la variacidn genética no esta dada por la especie citricola
en donde se hospedan o se alimentan los acaros, lo cual indica que las especies encontradas
en las huertas citricolas del pais no se han sometido a una presion de seleccion. Lo que
garantiza que cualquier estrategia de control que se implemente contra el &caro sera eficiente

en estos estados.
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GAMA DE HOSPEDANTES Y DIAGNOSTICO POR PCR DE LEPROSIS

CITOPLASMATICA DE LOS CITRICOS TRANSMITIDA POR ACAROS.
Yuridia Duran-Trujillo!, Gabriel Otero-Colinal, Ma. T. Santillan Galicia!, Guadalupe

Valdovinos Ponce?, Carlos F. Ortiz Garcia®, José J. Velazquez Monreal*

INTRODUCCION

Los citricos son cultivos de gran importancia agricola que son afectados por una gran
variedad de plagas y enfermedades. Algunas de ellas son los &caros, los cuales también
pueden ser vectores de enfermedades. La leprosis de los citricos es una enfermedad de los
citricos que fue descubierta en Florida, en los Estados Unidos de Ameérica, hacia 1860, donde
se le considerd un importante problema debido a que en 1920 casi destruyo el 70 % de la
produccion de los citricos en Florida (Childers et al., 2003). Se han determinado dos tipos de
leprosis, los cuales tienen sintomas visuales semejantes pero son facilmente reconocibles al
microscopio electrénico de transmision, asi como por técnicas moleculares; uno de ellos ha
sido designado como leprosis de tipo citoplasmico y el otro como leprosis de tipo nuclear.
La leprosis citoplasmica es la mas importante y de amplia diseminacion; es causada por el
virus denominado CiLV-C, tiene dos subtipos (1 y 2), se asocia con climas calidos o tierras
bajas y sobre ella se han realizado profundas investigaciones para esclarecer su etiologia y
modo de transmision, se ha determinado su genoma y se han desarrollado métodos
moleculares para su diagndstico (Bastianel et al., 2010). La leprosis de tipo citoplasmico
afecta hojas, retofios, ramas delgadas y frutos de citricos, principalmente naranja dulce. Los
sintomas ocasionados por esta enfermedad en hojas son lesiones redondas u ovaladas, con
una mancha central café oscura de 2-3 mm de didmetro, rodeada por un halo clorético, en el

cual puede haber de uno a tres anillos cafés que rodean a la mancha central.

!Fitosanidad- Entomologia, 2Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco,
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En frutos, las lesiones empiezan por ser de color amarillento pero luego se vuelven de
color café oscuro, de 10-20 mm de diametro con centro necrotico. En tallos, se presenten
lesiones protuberantes en la corteza, grises o parduscas, que llegan a unirse una a otras y

pueden causar la muerte de las ramas.

Como dafios generales a las plantas se observan declinacion, caida de frutos y pérdida del
valor de mercado de éstos, defoliacion y, en caso extremos, muerte de las plantas, a lo que
hay que agregar los costos de su control, que en Brasil se elevan a 100 millones de délares al
afio (Rodrigues et al., 2003). Luego de inicios inciertos para determinar su etiologia, la
leprosis ha sido definida como una enfermedad viral transmitida casi exclusivamente por
acaros de tres especies del género Brevipalpus (Childers y Derrick, 2003). Se ha determinado
que la presencia de &caros de este género es condicion indispensable para que se desarrollen
los sintomas de la leprosis, salvo en casos experimentales de transmision por injerto. No se
ha observado transmision por semilla (Rodrigues et al., 2003). Brevipalpus californicus fue
considerada la especie vector (o causante directa) de la leprosis en Florida; B. obovatus fue
incriminada como tal en Argentina, y B. phoenicis lo fue en Brasil. En realidad so6lo con esta
ultima especie se tienen evidencias experimentales de su papel como vector del CiLV. Por
tal motivo el objetivo de este trabajo es conocer la especie de acaro del género Brevipalpus
asociada como vector de la leprosis de los citricos. Se cuenta con técnicas de microscopia
electrénica de transmision (Kitajima et al., 1972), asi como de RT-PCR (retrotranscripcion
seguida de reaccion en cadena de la polimerasa, Locali et al., 2003); sin embargo, para estas

técnicas se requiere equipo costoso, no siempre disponible.

MATERIALES Y METODO

Para la confirmacion de la transmision de leprosis de tipo citoplasmico en diversos
cultivares de citricos y mediante el dos acaros del género Brevipalpus, se instald un
experimento en el Colegio de Postgraduados, km 21, en Cardenas, Tabasco. El experimento
estuvo dividido en dos fases, una primera fase infestando con B. yothersi y una segunda
infestacion con B. californicus; para cada una de las fases se necesitaron acaros provenientes

de zonas libres de CiLV-C, por tal motivo se fundaron colonias de &caros de ambas especies.
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Cuando las colonias fueron suficientemente grandes, se iniciaron las actividades de

infestacion de acuerdo a los tratamientos establecidos (Cuadro 1.

Plantas de diferentes variedades de citricos obtenidas de viveros certificados, cultivadas
bajo cubierta. Se llevo un seguimiento visual de estas plantas al desarrollarse los sintomas

sospechosos se tomaron muestras para su analisis.

La primera fase del experimento se realizé el 26 de julio de 2014, la cual consistio en la

infestacion con acaros con diferentes tratamientos que se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados para la primera fase del experimento con B. yothersi
tratamientos

Tratamiento 1 Acaros colectados de hojas, tallos y Podran ser larvas, estados
frutos con dafios de leprosis. ninfales y adultos
Tratamiento 2 Acaros alimentados en hojas traidos de Alimentados por 72 h de hojas
campo con CiLV-C con dafio de leprosis.
Tratamiento 3 Acaros de colonias criadas en el CP Libre de virus

libres de leprosis.

Tratamiento 4 Sin acaros

El disefio experimental utilizado fue completamente al azar, con cuatro repeticiones por
tratamiento y con nueve variedades de citricos: Mandarina Satsuma, Mandarina Fairchild,
Mandarina Dancy, Toronja Rio red, Naranja Campbell, Naranja Mars, Naranja Valencia,
Naranja agria, Limdn persa. La segunda fase del experimento consistié en infestar las
diferentes variedades de citricos con &caros B. californicus, en la cual se realizaron dos
infestaciones, una el 18 de abril y la segunda el 18 de junio del 2015, con las mismas

variedades utilizados en el primera fase del experimento.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los tratamientos aplicados para la primera fase del experimento con B. yothersi en las
diferentes variedades, los sintomas se observaron en hojas y en tallos y se presentaron un
mes después de la infestacion. Con esto podemos decir que B. yothersi presenta una gran
eficiencia como vector.. Las variedades en las cuales de observaron sintomas son: naranja

valencia, naranja Campbell, naranja march, mandarina dancy en hojas y tallo en los

194

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

tratamientos uno y dos, los tratamientos tres y cuatro no presentaron sintomas, en la

mandarina satsuma solo se presentaron sintomas en el tratamiento dos.

Con Brevipalpus californicus no se observaron sintomas en hojas, ni tampoco tallos; y
estd en proceso realizarles las pruebas moleculares, asi como las pruebas de microscopia

electrénica.

Para comprobar que los sintomas correspondieran al CiLV-C se realizaron pruebas
moleculares, con los primers MP, y con ayuda del kit Qiagen OneStep RT-PCR, las cuales

resultaron positivas, como se muestra en la figura 1.

i) Gl ) @Y 9 W)

CiLv-C

339 pb
Nad 5

180 pb

Figura 1. Se muestran las variedades que presentaron sintomas, 1: marcador de peso molecular 100 bp,
2: naranja valencia (Trat. 1), 3: naranja valencia (Trat. 2), 4: naranja valencia (Trat. 3), 5: naranja
valencia (Trat. 4), 6: N. march (Trat. 1), 7: N. march (Trat. 2), 8: N. march (Trat. 4), 9: N. march (Trat.
5), 10: Mandarina dancy (Trat. 1), 11: Mandarina dancy (Trat. 2), 12: Mandarina dancy (Trat. 3), 13:
Mandarina dancy (Trat. 4), 14: N. Campbell (Trat. 1), 15: N. Campbell (Trat. 2), 16: N. Campbell (Trat.
3), 17: N. Campbell (Trat. 4), 18: testigo (H20).

Con esto podemos decir que B. yothersi presenta una gran eficiencia como vector. Sin
embargo, Childers et al. (2001), y de la misma manera Izquierdo et al. (2011) no mencionan
a B. yothersi como vector de la CiLV-C. La mayor parte de los estudios se han hecho en la
variedad “Pera” (Kitajima et al., 1972; Rodrigues et al., 1997, 2003, entre otros). Garita et
al. (2014) mencionan a Citris sinensis como susceptible al CiLV-C pero no hacen mencion
a alguna variedad, en México la variedad Valencia es la mas importante y ésta fue definida
como resistente por Knorr et al. (1968); sin embargo, segn nuestras observaciones la naranja

valencia resulté ser susceptible al CiLV-C.
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LEPROSIS NUCLEAR DE LOS CITRICOS: GAMA DE HOSPEDANTES
Y TRANSMISION POR ACAROS DEL GENERO Brevipalpus EN

MEXICO.
Paul Garcia Escamillal, Gabriel Otero Colina!, Ma. T. Santillan Galicia?, Carlos F.

Ortiz Garcia?, Saul Sanchez Soto?, José J. Velazquez Monreal®.

INTRODUCCION

La leprosis de los citricos es una enfermedad viral, transmitida por &caros Brevipalpus
phoenicis, B. californicus y B. obovatus (Tenuipalpidae) (Childers et al., 2001b; Welbourn
et al., 2003; Kitajima et al., 2003). Se han determinado dos modalidades, una es la leprosis
de tipo citoplasmico (CiVL-C), de amplia diseminacion, que se asocia con climas calidos o
tierras bajas (Bastianel et al., 2010). La segunda es leprosis de tipo nuclear (CiVL-N), ésta
tiene una distribucion mas restringida, asociada con climas templados o tierras altas, y de ella

se tienen pocos datos, ademas se ha detectado en cultivos de citricos acidos.

La enfermedad afecta hojas, ramas delgadas y frutos de citricos, principalmente naranja
dulce; causan en plantas declinacidn, caida de frutos, defoliacion, en casos extremos, muerte
de las plantas. Los costos de su control son altos, en Brasil se eleva a 100 millones de ddlares
al afio (Rodrigues et al., 2003; Clari et al., 1993). Actualmente la deteccion del virus se
realiza con técnicas moleculares para ahorrar tiempo y costos, pero el microscopio
electronico de transmision continla utilizdndose (Kitajima et al., 1972; Kitajima et al., 1974;
Lovisolo, 2001; Locali et al., 2003; Freitas-Astua et al., 2005). Aproximadamente en 1860
la leprosis de los citricos fue descubierta en Florida, EE.UU., posteriormente en 1960 por
causas desconocidas la enfermedad desaparecio en ese estado desde los dltimos 50 afios
(Childers et al., 2003b), sugiriéndose como resultado de la aplicacion de plaguicidas contra
el acaro Phyllocoptruta oleivora (Knorr et al., 1968). En 1940 fue detectada en Argentina 'y

después en Brasil, de donde se ha dispersado hacia el norte (Childers et al., 2001b).
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México tiene 548 mil ha de citricos, donde el 70% de las mismas son de naranja dulce,
con un rendimiento neto de 7.03 millones de toneladas y con un valor de $16 mil millones
de pesos (SIAP, 2014). En el 2005 la leprosis de los citricos fue detectada en México, en los
estados de Chiapas y Tabasco (NOM-EM-046-FITO-2006). Actualmente se distribuye en
estas dos entidades, asi como en Veracruz y Querétaro (Izquierdo et al., 2011, SENASICA).
Con este estudio se pretende generar informacion de utilidad sobre la leprosis de los citricos
tipo nuclear en nuestro pais, para el fortalecimiento de las campafas para su control. El
trabajo se delimitara a la leprosis de tipo nuclear porque es una enfermedad de la cual no

existen los suficientes estudios o informacion necesaria para un buen manejo de la misma.

MATERIALES Y METODO

El estudio se lleva a cabo en el poblado de Toliméan, Querétaro, area de prevalencia
de esta enfermedad. Se cuenta con un vivero en un sitio cerrado, al que entran sélo los
participantes en este estudio. Se mantienen plantas de citricos de naranja Valencia, naranja
navel, naranja agria, mandarina reina (criolla), mandarina Dancy, mandarina Mdnica, toronja
Rio Red, limén persa, limén mexicano y lima criolla. Estas se obtuvieron en viveros

certificados que las producen en zona considera libre por no haber registros del virus.

Gama de hospedantes y transmision por acaros. Sobre frutos de naranja agria se
desarrollan colonias de &caros del género Brevipalpus procedentes de sitios sin prevalencia
de leprosis, siguiendo el método desarrollado por Juliana Freitas-Astla y colaboradores
(comunicacion personal). Estos dcaros seran considerados “libres de virus”. Se postula
todas las plantas usadas en los experimentos que estaban libres de leprosis, ya que vienen
de un vivero certificado, pero esto se confirmé por microscopia electrénica y RT-PCR para
descartar la leprosis. Las plantas de cada especie o cultivar, dispuestas en un disefio de
parcelas separadas, fueron infestadas con &caros de los siguientes origenes: (1) acaros
procedentes de plantas no portadoras de virus; (2) acaros procedentes de plantas con
sintomas de leprosis; (3) acaros procedentes de plantas asintomaticas, los que previamente

seran confinados durante 72 horas en hojas con lesiones de leprosis, para obligarlos a
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alimentarse de ellas; (4) plantas testigo, no inoculadas. Cada planta recibio 10 ejemplares
de &caros (preferentemente inmaduros) y el follaje de una planta no tocaba al de otra. Las
plantas se mantuvieron en el vivero durante un tiempo hasta la aparicion de sintomas. Se
Ilevo un registro fotogréfico de cada una para la descripcién del progreso de la enfermedad
y sus dafos. Al final, se tomaron muestras vegetales, para el diagnostico de virus por

microscopia electrénica de barrido y RT-PCR.
Este experimento se realiz6 con dos especies; B. yhotersi y B. californicus.

Gradientes altitudinales Se realizaran dos transectos de muestreos que iniciaran en
zonas altas y terminaran en zonas bajas, tratando de obtener variantes en altitud, temperatura,
humedad y precipitacion. Uno cubrira los estados de Chiapas a Tabasco y el segundo los
estados de Querétaro a Colima. Se colectaran muestras de plantas con sintomas para su
diagndstico mediante microscopio electronico y RT- PCR. Y se analizaré si presentan alguna
relacion estos factores con el CiVL-N.

Desarrollo de sintomas En huertos establecidos en el municipio con plantas de
citricos infestadas por los diferentes &caros de interés se lleva un seguimiento fotogréafico y
un registro a lo largo del tiempo de la aparicién y del avance de los sintomas tanto en hojas,
tallos y frutos y seran comparados con el testigo. En huertos establecidos en el municipio con
plantas de citricos infestadas por los diferentes acaros de interés se lleva un seguimiento
fotogréfico y un registro a lo largo del tiempo de la aparicion y del avance de los sintomas
tanto en hojas, tallos y frutos y serdn comparados con el testigo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Gama de hospedantes y transmision por acaros. Se realizo la infestacion con B.
yothersi en las 10 variedades de citricos, especie que autores como Childers et al. (2001a) no
reportan y esta presente en México. Los resultados fueron que B. yohersi no transmitio o no
se presentaron sintomas y resultaron ser negativas al CiLV-N como se muestra en la figura
1. Se realizo la infestacion con B. yothersi en las 10 variedades de citricos, especie que
autores como Childers et al. (2001a) no reportan y esta presente en Mexico. Los resultados

fueron que B. yohersi no transmitié 0 no se presentaron sintomas y resultaron ser negativas
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al CiLV-N como se muestra en la figura 1. Se observé alrededor de un afio y después de
realizar tres infestaciones se colectaron muestras vegetales y se procesaron para microscopia
electrénica y se realizaron las pruebas de RT-PCR con ayuda del Kit Qiagen OneStep RT-
PCR Cat. No. 210212, utilizando los primers CiLV-N-NPR y CiLV-N-NPF (681 pb) para
saber si eran positivas al CiLV-N y el primer Nad5f y Nad5RT1r (180 pb) para saber que la

prueba resultd bien.
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Figura 1. Prueba de RT-PCR resultando ser negativa a CiLV-N, demostrando que B. yothersi no fue

capaz de adquirir y transmitir el virus.

Falta por concluir el experimento con B. californicus.

Gradiente altitudinal Chiapas — Tabasco, Meéxico. Se obtuvieron 55 localidades
muestreadas dentro un margen de altitud de 0 a 1800 metros. Los cultivares muestreados
fueron Naranja dulce, naranja agria, mandarina, lima, limén mexicano, limén persa, limon-
mandarina. Estan en proceso las pruebas de RT-PCR y microscopia electrénica de

transmision.

Desarrollo de sintomas Se contintda con el registro fotografico de brotes con hojas
sintomaticas de cuatro variedades de citricos, donde hasta el momento se ha observado que
el tamafio del sintoma caracteristico de la leprosis inicia con un pequefio punto amarillo y
lentamente este va aumentando de tamafio. El tiempo de vida de las hojas sintomaticas se
reduce y tienden a una caida pronta. Con esto aumenta el nimero de observaciones de
hospedantes del CiLV-N en citricos de importancia en México y que en otros paises reportan

Citrus sinensis (Garita et al. 2014) en listas de hospedantes de la leprosis.
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INTERACCION DE HONGOS ENTOMOPATOGENOS Y
PARASITOIDES PARA EL CONTROL DEL PSILIDO ASIATICO DE LOS

CITRICOS Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:Liviidae)
Karla H. Ibarra Cortés 1", Héctor Gonzalez Hernandez !, Ariel W. Guzman Franco?,

Laura D. Ortega Arenas 1, Juan A. Villanueva Jiménez!, Agustin Robles Bermuidez?.

INTRODUCCION

El psilido asiatico de los citricos (PAC) Diaphorina citri (Kuwayama) es una plaga de
importancia citricola. Las ninfas y adultos de D. citri ocasionan dafios directos e indirectos.
Los dafios directos ocurren cuando los insectos se alimentan, extraen la savia de las plantas
y esto provoca su debilitamiento; el exceso de las excreciones de los insectos forma fumagina
en hojas y tallos. Ademas, durante su alimentacion inyectan toxinas a la planta que detienen
el crecimiento de los brotes y deforman las hojas. El dafio indirecto es la transmision de la
enfermedad Huanglonbing (HLB) de los citricos, donde el agente causal es la bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus (Michaud, 2004; Bové, 2006). Durante la década pasada
el PAC se ha dispersado hacia Norteamérica, Sudamérica y el Caribe (Halbert et al, 2004).
Para México, el HLB se identific en la Peninsula de Yucatan por primera vez en el 2009 y

actualmente esta en la mayoria de las zonas citricolas del pais. (Trujillo-Arriaga, 2010).

Existen diferentes estrategias potenciales que podrian utilizarse en el manejo de este
insecto, donde el control quimico es el mas usado, pero también se ha evaluado el uso de
parasitoides (Hall, 2008). En México, el control bioldgico del PAC, se desarrolla con la
liberacion del parasitoide Tamarixia radiata y los hongos entomopotdgenos Isaria
fumosorosea y Metarhizium anisopliae; no obstante, se carece de evaluaciones sobre su
posible interaccion. EI conocimiento de estas interacciones es importante para poder disefar
las mejores estrategias dentro de un programa de manejo integrado de plagas. Por lo anterior
este trabajo tuvo como objetivo estudiar las interacciones que existen entre ninfas infectadas

con aislamientos seleccionados de hongos entomopatogenos y el parasitoide T. radiata.

IFitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

2Universidad Auténoma de Nayarit. Facultad de Agronomia, Xalisco. Nayarit.

*Autor de correspondencia: khic26@hotmail.com.
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MATERIAL Y METODOS

Esté investigacion se realizo en el Departamento de Hongos Entomopat6genos del Centro
Nacional de Referencia en Control Biologico (CNRCB) de la Direccion General de Sanidad
Vegetal, SENASICA-SAGARPA, en Tecoman, Colima. Los aislamientos utilizados fueron
Beauveria bassiana B1 y MA129 de Metarhizium anisopliae proporcionados por el
Laboratorio de Patologia de Insectos del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Texcoco, Estado de México, México. Las ninfas de D. citri y los adultos de T. radiata fueron
proporcionados por el Departamento de Insectos Entomdfagos del CNRCB, Tecoman,

Colima.

Obtencidn de suspensiones de conidios. Todas las suspensiones se realizaron a partir de
cultivos monosporicos. Los aislamientos se recuperaron de crio-preservacion y la
metodologia de preparacion de las suspensiones de conidios fue la misma para todos los
aislamientos. Con la ayuda de una espatula metélica en la camara de flujo laminar, se removi6
la mayor cantidad posible de conidios y micelio de las cajas de Petri de cultivos con 15 dias

posteriores a su inoculacion en placas de ADS.

El material extraido de una caja de Petri por aislamiento, se deposit6 en un tubo para
centrifuga de 50 mL de capacidad y se afiadié 20 mL de Tween 80 estéril al 0.03%. El tubo
se agito con un vortex durante 5 min y el contenido se filtr6 a otro tubo de centrifuga limpio
por medio de una capa de pafialina. De la suspension de conidios resultante, se tomo una
alicuota de 1 pL que se colocé en un tubo Eppendorf de 1.5 mL de capacidad en 999 pL de
Tween 80 al 0.03%. La suspensién resultante se empled para estimar la concentracién de
conidios por mL mediante una camara de Neubauer. Las concentraciones que se utilizaron
en los experimentos fueron la CLso obtenidas para ninfas de cada aislamiento Mal29
4.2x10° y B1 8.5x10°.

Procedimiento experimental. El procedimiento de inoculacion para las ninfas de D.
citri fue el mismo para todos los aislamientos. Se inocularon 30 ninfas de cuarto instar con
una torre de pulverizacion equipada con una boquilla de cono hueco (Spraying Systems).
El experimento se realiz6 en recipientes de plastico transparente de 200 mL con tapa y con

una ventana lateral de 5 cm diametro cubierta por tela organza para permitir ventilacion. Se
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utilizaron dos hembras de T. radiata de un dia de edad. Todo el experimento se incubo en
una cdmara climatica a 25+2°C, 60% H.R y fotoperiodo 12:12 (L:O).

Parasitismo y depredacion de Tamarixia radiata de ninfas inoculadas con hongos
entomopatdgenos. Las ninfas de cuarto instar se colocaron sobre brotes con hojas de
Murraya paniculata previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio (2 ml por litro de
agua), mantenidos en agua corriente en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Ninfas y hojas se
depositaron dentro de un recipiente de plastico con tapa y se coloco una sanita en la pared de

5x5 cm que se adiciond agua destilada estéril para mantener la humedad.

En los tratamientos duales las ninfas con diferentes dias de infeccion de hongos
entomopatogenos 0, 24y 72 h se expusieron a la accion de un par de hembras de T. radiata
de un dia de edad durante 24 horas. Los parasitoides se retiraron con la ayuda de un aspirador
bucal. Cada tratamiento dual tuvo los siguientes tratamientos controles: 1) control absoluto
que consistio en ninfas inoculadas con Tween 80 al 0.03%, 2) control de parasitoides esto
es ninfas inoculadas con Tween 80 al 0.03% y la introduccion de dos hembras parasitoides y

3) un control de hongos donde las ninfas solo fueron asperjadas con cada especie de hongo.

La mortalidad por accién del parasitoide ya sea por depredacion y/o parasitismo se registro
a los 7 dias. En parasitismo se registrd el nimero de momias resultantes y para depredacion
se contabilizo aquellas ninfas que presentaran vaciado de hemolinfa, sin simetria dorsal y/o

adherida a las hojas.

Disefio experimental y analisis estadistico. El disefio experimental fue completamente
al azar y todos los tratamientos se realizaron el mismo dia. Todo el experimento se repitio en
cuatro ocasiones. ElI nimero de ninfas parasitadas y/o depredadas fue analizado mediante
regresion logistica con una estructura de contrastes ortagonales jerarquicos, donde primero
se esto es se compar6 el nimero de ninfas parasitadas y ninfas depredadas entre testigos e
insectos tratados. Enseguida, utilizando Unicamente los tratamientos con hongos, se comparé
entre aislamientos seguido una comparacion entre tiempos de inoculacion y finalmente la
interaccion entre estos factores. Los analisis se realizaron con el paquete estadistico GenStat
V. 8.0 (Payne et al., 2005).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parasitismo de T. radiata en ninfas de D. citri infectadas con hongos
entomopatdgenos. El analisis estadistico mostro que no hay diferencias estadisticas entre
repeticiones y esto permitio realizar un analisis en conjunto de las cuatro repeticiones. El
namero de ninfas parasitadas fue mayor en el tratamiento control comparado con el los
tratamientos con hongos (P=<0.001). EI numero de ninfas parasitadas fue diferente entre los
tratamientos con diferentes tiempos de infeccion con hongos (P=<0.001). Se observa que al
avanzar los dias de infeccidn en las ninfas, el parasitismo disminuye y esto nos indica que T.
radiata parasita a las ninfas enfermas cuando no tiene otra opcion de alimento.
Probablemente si se hubiese ofrecido ninfas sanas y enfermas nuestros resultados hubieran
sido diferentes. Existen diversos trabajos donde los parasitoides tienen un comportamiento

similar (Mesquita and Lacey 2001; Tamayo-Mejia et al., 2015).

Depredacion de T. radiata en ninfas de D. citri infectadas con hongos
entomopatdgenos. La proporcion de ninfas depredadas fue similar entre los tratamientos
control y con hongos (P=0.458). En los tratamientos con hongos, la proporcién de ninfas
depredadas fue diferente en entre los tratamientos con diferentes tiempos de infeccion
(P=0.011). A pesar de que la depredacion disminuye en ninfas con tres dias de infeccion, en
general los parasitoides tienden a alimentarse de ninfas infectadas. Esto puede ser debido a
la fuerte necesidad de los parasitoides hembras de buscar fuentes de proteina para el
desarrollo del huevo (Hoy et al., 2006). Es probable que este comportamiento ocurra en el
campo, pero también es posible que la existencia de ninfas sanas, le de oportunidad al
parasitoide de escoger ninfas sanas, cambiando el comportamiento observado en laboratorio,

pero este requiere de validacion experimental.
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COMPORTAMIENTO DE FORRAJEO DE Tamarixia radiata
(HIMENOPTERA: EULIPHIDAE) SOBRE Diaphorina citri (HEMIPTERA:

LIVIIDAE)
Rosalio L. Estrada-Urbinal®, Alejandro Pérez-Panduro?, J. R. Lomeli-Flores!, Esteban

Rodriguez-Leyval, Julio S. Bernal?, Roberto Montesinos-Matias® y Gustavo Ramirez-

Valverde®.

INTRODUCCION

Los insectos presentan comportamiento variado durante la busqueda y consumo de
su alimento (Gutiérrez, 1998), el cual depende de la disponibilidad de recursos y los
requerimientos para su progenie (Hardie et al., 2001). La deteccion del recurso alimenticio
se basa principalmente en el olfato, la vista y en estimulos téctiles o vibratorios (Meyhofer y
Casas, 1999). La busqueda, aceptacion y consumo de alimento son conductas del
comportamiento de forrajeo (Price et al., 2011), cuya finalidad es adquirir energia a través
del alimento (Kramer et al., 2001). Los estudios de comportamiento de forrajeo en
parasitoides ponen a prueba la teoria de forrajeo éptimo (Godfray, 1994), que postula la
necesidad de minimizar el tiempo de forrajeo y maximizar las calorias consumidas
(Gutiérrez, G.1998). La finalidad de estudiar las categorias conductuales permiten

comprender la estrategia de forrajeo (Rijk et al., 2013).

La citricultura mundial produce cerca de 21 millones de toneladas de diversos
productos, de los cuales, México aporta 6.9 millones de toneladas (SIAP, 2012). Esta
produccidn se encuentra amenazada por la enfermedad Huanglongbing (HLB) (Moreno-
Pérez, 2008), causada por la bacteria Candidatus liberibacter y transmitida por Diaphorina
citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae). Esta enfermedad es la mas destructiva en la historia
de los citricos (Halbert y Nuafiez, 2003) y se encuentra presente en 14 de los 23 estados

productores en México (L6opez-Collado et al., 2013).

!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
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El parasitoide Tamarixia radiata destaca entre los enemigos de D. citri por ser
especifico y generar parasitismo mayor al 75% (Ebratt-Ravelo et al., 2011), debido a su
eficiencia para encontrar a su huésped (Mann et al., 2010). Hasta el momento se desconoce
la conducta de forrajeo, que permita comprender la interacion huésped-parasitoide. El
objetivo del presente trabajo fue conocer y diferenciar las categorias del comportamiento de

forrajeo de T. radiata en presencia de su huésped.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas de Murraya paniculata de un cultivo establecido en el Colegio
de Postgraduados, campus Montecillo. Se empled la metodologia previamente establecida
para la produccién de planta (Arredondo-Bernal et al., 2010). Las ninfas de D. citri fueron
criadas en jaulas entomoldgicas de 60x60x60 cm sobre plantas de M. paniculata, en
condiciones de invernadero con ambiente de (30 + 5 °C, 30 40% HR y fotoperiodo de 12:12).

Se aplicé fertirrigacion cada tercer dia.

Se emplearon adultos de T. radiata provenientes de la cria del Centro Nacional de
Referencia en Control Bioldgico (CNRCB), de Tecoman, Colima. Los parasitoides se
confinaron por 72 h en recipientes transparentes de 35 cm de altura y 10 cm de diametro,
durante ese tiempo se alimentaron con huéspedes de cuarto a quinto estadio. Los organismos
se almacenaron a 25 + 5 °C, 50 £ 5 % HR y fotoperiodo 12:12. Para los bioensayos se
emplearon hembras de T. radiata de 6-8 dias de edad, previa confirmacion de su capacidad
de parasitar. Se ofrecieron 15 ninfas de cuarto estadio y se liberé 1 hembra del parasitoide

durante 24 horas, en cajas Petri de 5 cm.

La arena de observacion fue una caja circular de 2.5 cm de didmetro dentro de la cual
se coloco un foliolo de M. paniculata, de aproximadamente 1 cm, con 15 ninfas de cuarto
estadio de D. citri. Las observaciones de la conducta de forrajeo se grabaron mediante una
webcam, Logitech® C930e, acoplada a un estereoscopio. Las camara web se conectd a una
Laptop y mediante un programa de grabacién, NCH® Debut Video Capture Software V2.6,
se obtuvieron videos de 30 fps en calidad 640x480.
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Para determinar la duracion de cada video se considerd una metodologia de grabacion
que permitiera observar los estados de comportamiento de T. radiata (Altmann, 1973). Se
homogeneizo6 la luz de las videograbaciones acondicionando el estereoscopio con un tubo de
papel albanene de m&ximo grosor. Las grabaciones se realizaron entre las 12:00 y 14:00 hr,

a 25° C, 40% HR sobre una mesa con iluminacion aproximada de 1,500 luxes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron ocho videos del comportamiento de forrajeo de T. radiata en presencia de
su huésped. Cada video present6 una duracion de 1h y 30 minutos, lo que permitio grabar los
diferentes estados del comportamiento del parasitoide (Cuadro 1) donde se observaron
comportamientos correspondientes a estimulos de corto alcance. Se observo que la duracion
del ataque para alimentacion (Host-feeding) fue aproximadamente de 9.30 a 16.40 minutos,
mientras que la duracion de oviposicion fue de aproximadamente 2.35 a 3.3 minutos. En las
ocho observaciones las hembras fueron muy activas, presentado poco reposo y seleccionando

activamente huéspedes potenciales.

Tabla 1. Comportamiento de forrajeo de Tamarixia radiata en foliolo de limonaria conteniendo ninfas
de cuarto estadio de Diaphorina citri

Comportamiento Descripcion

Antenacién El parasitoide toca a las ninfas con sus antenas

Ataque El parasitoide ataca las ninfas del psilido para alimentarse de él u ovipositar

Caminar El parasitoide camina en la arena experimental

Acicalado El parasitoide limpia diferentes partes de su cuerpo como antenas, patas y alas

Patas El parasitoide toca las ninfas con sus patas, camina sobre éstas.

Reposo El parasitoide se deja de buscar alimento y que queda totalmente estatico, sin
movimiento

El comportamiento de forrajeo de T. radiata coincide con algunas observaciones de
Eretmocerus eremicus en ninfas de Bemisia tabaci, lo que permitié conocer posible
modificaciones en el comportamiento en tratamientos de depredacion intragremial (Mufioz-
Urias et al., 2014). Las categorias de forrajeo de T. radiata presentan coincidencia con lo
observado en Phymastichus coffea, quien respondio a estimulos de corto alcance y se analizo

el comportamiento oviposicion (Velasco-Hernandez et. al., 2010).
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SUPERVIVENCIA Y REPRODUCCION DE Diaphorina citri Kuwayama
(HEMIPTERA: LIVIIDAE) EN PLANTAS DE NARANJA VALENCIA

(Citrus sinensis) Y LIMON MEXICANO (Citrus aurantifolia)

Ana K. Ramirez Sanchez?, Laura D. Ortega Arenast, José J. Velazquez Monreal?, Jorge
M. Valdez Carrasco?

INTRODUCCION

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), también conocida como Psilido
Asiético de los Citricos (PAC), es considerada la plaga mas importante de los citricos en el
mundo (Halbert y Manjunath 2004) debido a su capacidad de transmitir bacterias Candidatus
Liberibacter spp. agentes causales del huanglongbing (HLB) (Garnier y Bové, 2000; Halbert
y Manjunath, 2004). EI PAC como insecto vector, tiene como hospederos a plantas de la
familia Rutaceae, particularmente de los géneros Citrus y Murraya, donde al alimentarse
causa distorsion y alteraciones en brotes jovenes de los arboles (Tsai et al., 2002; Halbert y
Manjunath, 2004). En gran medida su capacidad de oviposicion y sobrevivencia depende de
factores ambientales y susceptibilidad del hospedante (Aubert y Hua 1990; Hodkinson,
2009). Asimismo, la preferencia del hospedante esta determinada por la fenologia de la
planta, cantidad de ceras en la superficie de las hojas, dureza fisica del brote y color de la
hoja de los arboles, entre otros (Moran y Brown, 1973). Diversos autores han demostrado la
existencia de variaciones en ciclo de vida y comportamiento reproductivo del psilido al
interactuar en diferentes hospederos (Tsai y Liu, 2000; Nava et al. 2007; Fonseca et al. 2010).
Por lo anterior, se plante6 como objetivo determinar la supervivencia y reproduccion de D.
citri en plantas de limén mexicano var. Colimex y naranja dulce var. Valencia, con el fin de

aportar elementos para un mejor manejo.

IFitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

2Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
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MATERIALES Y METODOS

Cria de insectos. La investigacion se realiz6 el Campo Experimental Tecomén del
INIFAP -Km. 35 Carretera Colima-Manzanillo, Tecoman, Colima-. En dicho sitio se
establecio una cria masiva de D. citri sobre plantas de naranja dulce (Citrus sinensis) var.
Valencia y limon mexicano (C. aurantifolia) var. Colimex. Estos insectos provinieron de una
cria establecida desde 2009 en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, con
material colectado de Cazones de Herrera, Veracruz. En Tecoman, se mantuvieron los
adultos de D. citri sobre brotes para la obtencion de huevos durante una semana,
posteriormente se retiraron los adultos y las plantas infestadas se mantuvieron en las jaulas a
una temperatura de 27 + 3°C y 12:12 de fotoperiodo, hasta alcanzar la emergencia de los
adultos. Los hospederos (naranja dulce y limén mexicano de 18 meses de edad), se
obtuvieron de viveros comerciales certificados. Estas plantas se propagaron en portainjertos,
la naranja dulce sobre limén Volkameriana (C. volkameriana) y las de limén mexicano en

limén Macrofila (C. macrophylla).

Ciclo y tablas de vida. La supervivencia de D. citri en ambos citricos se determiné a
través de tablas de vida de cohorte (Badii et al., 2000). Para ello se consideraron 4
tratamientos, que consistieron en dos tipos de citrico (naranje y limén) y dos condiciones
(enfermo y sano). Para ello se utilizaron cuatro plantas sanas y cuatro enfermas de naranja
dulce var. Valencia y otras de limén mexicano var. Colimex con las mismas condiciones. En
cada planta se seleccionaron y aislaron dos brotes tiernos (recipiente cilindrico de plastico de
150 mL de capacidad) con un orificio lateral de 2 x 2 cm2 cubierto con tela de organza para
permitir la ventilacion. En cada recipiente se introdujeron 20 psilidos adultos (3 a 6 d de
edad), en una proporcién de 1:1 machos:hembras y con 2 h en ayuno previo. Las plantas se
dispusieron al azar en diferentes jaulas cubiertas con malla antiafidos. Con esto se obtuvo
una cohorte de 100 huevos (48h de edad) por cada brote. Estos brotes se aislaron nuevamente
como fue indicado, para evitar infestaciones secundarias. Cada 24 horas se revisaron los
brotes bajo microscopio estereoscopico para cuantificar el niamero de individuos vivos o
muertos. El registré culminé cuando el 95% de ninfas alcanzd el estado adulto en las plantas

sanas.
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Tablas de fecundidad de D. citri. La fecundidad se registré diariamente el nimero de
huevos depositados por pareja (hembra y macho), la fertilidad se calculé con la proporcion
de insectos emergidos en las pruebas anteriores, para lo cual se realizaron 30 réplicas por
hospedero. Cada pareja se transfirio diariamente y hasta su muerte, a un brote nuevo y aislado
de forma individual. Los ensayos se realizaron en condiciones controladas a 27+3°C, 70%
de HR y 12 h de fotoperiodo. Con base en estos registros se obtuvieron los pardmetros: tasa
neta de reproduccion (RO0), tiempo de generacion (T), tasa intrinseca de incremento (rm),
tiempo de duplicacion (d) y tasa infinita de crecimiento (A). Estos parametros se analizaron
con el método de Jackknife en SAS (Maia et al., 2000). El andlisis de supervivencia por

planta hospedera se realizé con las prueba no paramétrica de Logrank (Méndez et. al. 1984).

RESULTADOS Y DISCUSION

El tiempo de desarrollo de D. citri sobre Citrus sinensis y C. aurantifolia fue similar
(Cuadro 1). Ambos hospederos resultaron favorables para el desarrollo del psilido puesto que
la esperanza de vida (ex) no difirié entre ambos hospederos (Cuadro 2 y 3) y la tasa de
mortalidad especifica (gx) mantuvo valores bajos en todos los estadios. Estos valores
coinciden con lo obtenido por otros autores (Tsai y Liu, 2000; Pérez et al., 2011) quienes
mostraron que la duracién del ciclo de vida del vector en C. paradisi, C. jambhir, C.
aurantium y entre M. paniculata y C. aurantifol; sin embargo, Hodkinson (2009) menciona
que la baja calidad de nutrientes, especialmente nitrégeno y aminoécidos puede aletargar el

desarrollo de las ninfas.

Cuadro 1. Duracion del ciclo bioldgico de D. citri criadas en dos hospederos citricos.

Hospedero Huevo Ninfa | Ninfa Il Ninfa Il Ninfa IV Ninfa V Total

C. sinensis 2.15+0.01 1.99+0.05 2.83+0.09  1.98+0.06 2.27+0.06 4.57+0.07 15.79%
C. aurantifolia ~ 3.00+0.00 1.86+0.06 1.73+0.05  2.28+0.07 2.18+0.07 3.92+0.06 14.87+

De igual manera las curvas de supervivencia de las cohortes de D. citri en C. aurantifolia
y C. sinensis, realizadas con la prueba de Log Rank (Mantel-Cox), no mostraron diferencias
significativas (a = 0.05) (Figura 1), aunque a partir de los 60 dias se empez6 a mostrar ligera

tendencia a favor de los insectos criados en limon. De acuerdo con los parametros bioldgicos

216

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

(Cuadros 2 y 3) se infiere que el porcentaje de mortalidad mantuvo valores bajos en todos
los estadios ninfales, excepto en el primero y en la etapa adulta (55 y 45 dias), lo cual indica
que el 60% de la poblacion, en ambos hospederos, concluye satisfactoriamente su ciclo. Los
resultados encontrados coinciden con la supervivencia (50%) reportada por otros autores
(Liuy Tsai, 2000; Nava et al. 2010; Bafrios et al. 2012) en estudios similares en M. paniculata.
Por tanto se infiere que en iguales condiciones, el psilido puede desarrollarse favorablemente

en uno u otro hospedero.

Funcion de supervivencia de registro

tratamiento

LE T T
S - —limon sano
= ‘naranja sana
S,
o ey TN
- =

Log de la supervivencia

T T T T v T
00 20.00 40.00 60.00 50.00 100.00
dias

Figura 1. Curvas de sobrevivencia (Log Rank [Mantel-Cox]) en de D. citri en limén Mexicano y naranja

Valencia.

Cuadro 2. Tabla de vida de una cohorte (n=800) de Diaphorina citri sobre plantas de limén Mexicano
(Citrus aurantifolia ).

Edad Ix dx Ox Lx Tx ex
0 800 18 0.02 791.00 4724.50 591
15 567 0 0.00 567.00 2608.00 4.60
30 524 39 0.07 504.50 954.50 1.82
45 345 46 0.13 322.00 450.00 1.30
60 120 51 0.43 94.50 1420.00 11.83
75 18 18 1.00 9.00 1745.50 96.97

En las tasas de reproduccion y el tiempo de generacion en ambos hospederos, calculadas
a partir de la elaboracion de las tablas de fertilidad, se muestran en el Cuadro 4. Claramente
se observa que la tasa intrinseca de incremento natural y, por ende la tasa finita de incremento

(M) son ligeramente mayores en naranja. La misma tendencia se aprecia respecto a la tasa neta
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de reproduccion (Ro) lo cual indica que la poblacion criada en naranja se multiplica 214.80

veces en cada generacion, cuya duracion es de 42.46 dias.

Cuadro 3. Tabla de vida de una cohorte (n=800) de Diaphorina citri sobre plantas de naranja Valencia
(Citrus sinensis).

Edad (dias) I dx Ox Lx Tx €x
0 800 34 0.04 783.00 5001.00 6.25
15 635 5 0.01 632.50 2830.50 4.46
30 556 55 0.10 528.50 1004.00 181
45 385 88 0.23 341.00 475.50 1.24
60 147 47 0.32 123.50 1492.00 10.15
75 20 20 1.00 10.00 1881.00 94.05

Es pertinente indicar que si bien el tiempo generacional en limén es similar al de naranja,
la tasa intrinseca de crecimiento natural y de reproduccion neta pudiera traducirse en una tasa

de incremento natural menor en este hospedero.

Cuadro 4. Tasas de reproduccion y tiempo de generacion de colonias de Diaphorina citri criadas en
diferentes hospederos citricos.

Hospedero rm A Ro T d
Citrus sinensis 0.13 1.13 214.80 42.46 5.48
Citrus aurantifolia 0.11 1.12 135.13 44.32 6.26
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DINAMICA DE LA CONCENTRACION BACTERIANA DE Candidatus
Liberiberibacter asiaticus Y SU EFECTO EN LA EXPRESION

SINTOMATICA E HISTOLOGICA EN CITRICOS
Fabiola Esquivel Chavez!, Gustavo Mora Aguileral, Guadalupe Valdovinos Ponce!, M.

Alejandra Gutiérrez Espinosa?, Joaquin Velazquez Monreal®, Emiliano Loeza Kuk®*

INTRODUCCION

Los sintomas inducidos por Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) en citricos son
variables y pueden ser similares a los causados por deficiencias nutrimentales y otros
patogenos sistémicos. Sin embargo, dependiendo de la especie citricola y de la cronicidad de
la infeccién, los sintomas pueden conferir indicios de CLas, por ejemplo, brotes con
crecimiento secundario amarillentos y hojas con un patrén asimétrico de areas amarillas y
verdes sin limites definidos, dando la apariencia de un moteado. Sin embargo, la presencia
del patégeno debe confirmarse con métodos moleculares dado que éste no es cultivable
(Esquivel-Chavez et al., 2012). Histologicamente, CLas induce la acumulacion masiva de
almidoén en las células parenquimatosas; esta acumulacion es excesiva en citricos agrios
(Esquivel-Chavez et al., 2012), probablemente como resultado de la degeneracion y colapso
del floema inducido por la hiperplasia en las células parenquimatosas del floema. En un
estudio previo en el que se analizé el efecto de CLas en citricos dulces y agrios a partir de
indices en relacion asintomatico:sintomatico con respecto al area y anchura del floema, y
acumulacién de almidon, sugirieron que Limén mexicano (1:63.8, 1:2.5, y 1:1.9) es mas
vulnerable a la infeccién de CLas (Esquivel-Chavez et al., 2012). CLas infecta todas las
especies de citricos, pero cada especie presenta diferencias en la expresion sintomatica
(Esquivel-Chavez et al., 2012; Velazquez et al., 2012). Se tienen reportes que indican la
relacién inversa entre los sintomas que se presentan en el hospedante y la concentracion

bacteriana (Folimonova et al., 2009; Stover et al., 2001).

'Fitopatologia. 2Fruticulura. Colegio de Posgraduados. C.P. 56230. Montecillo Estado de México;
SINIFAP Tecoman-Colima. C.P. 2810; *INIFAP Mococha-Yucatan. C.P. 67413.
Autor de correspondencia: feciaO8@gmail.com
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Lo que se contrapone con lo reportado por Flores-Sanchez et al. (2015), quienes
describieron que la concentracion de CLas esta directamente relacionada con la severidad de
la enfermedad. Esta relacion pudiera asociarse también con las alteraciones inducidas a nivel
celular. En las especies citricolas que se cultivan comercialmente, el portainjerto es un
componente importante debido a que confiere caracteristicas agrondmicas favorables, asi
como resistencia o tolerancia a diferentes condiciones bidticas y abioticas (Castle, 2010). La
naranja trifoliada (P. trifoliata L. Raf.), comunmente utilizada como patrén, y algunos de sus
hibridos, no inducen sintomas distintivos de CLas. Albrecht y Bowman (2011), observaron
mayores rendimientos de las plantas de naranja trifoliada y US-897 cultivadas en invernadero
y campo, por lo que reportaron tolerancia de este genotipo a CLas. Estos mismos autores
(Albrecht y Bowman, 2012), evaluaron el comportamiento a 18 meses después de la
inoculaciéon de CLas en ocho portainjertos Carrizo, US-897, US-942, US-802, US-812,
Benecke naranja trifoliada, limon Volkameriano y mandarina Cleopatra. Estos autores los
clasificaron como: a) Tolerantes a Carrizo, US-897 y US-942; b) Moderadamente tolerante

a US-802, US-812 y limdn Volkameriano; y c) Susceptible la mandarina Cleopatra.

A partir del efecto a nivel histolégico que induce CLas en el floema, se hipotetizo que se
reduce la movilidad bacteriana hacia los flujos de crecimiento en las plantas, afectando
directamente el in6culo potencial para el vector. Razén por la cual se propuso cuantificar la
concentracion bacteriana en diferentes secciones de la planta. Asi mismo, se consider6 que
el patron puede influir en los efectos de translocacion de la bacteria. Aunque poco se sabe
sobre los cambios de expresion sintomatica en funcién de la combinacién injerto-
portainjerto, por lo que los objetivos de la presente investigacion fueron evaluar el efecto de
la combinacion enjerto-portainjerto en la expresion de sintomas y la concentracion bacteriana
en citricos agrios y dulces, y evaluar la dinamica temporal de la concentracion bacteriana y

su efecto a nivel histologico en plantas de citricos injertadas en tres patrones.

MATERIALES Y METODOS

Evaluacion del efecto de la combinacién injerto-portainjerto. A nivel de invernadero
Se establecieron dos ensayos en INIFAP Campus Experimental Tecoman. En el primer

ensayo, el 10 de abril 2012, se injerto limon mexicano (Lm) y limén persa (Lp) sobre Citrus
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macrophylla y C. volkameriana, y naranja dulce (Nd) sobre C. volkameriana de los cuales
se establecieron 5 repeticiones y un testigo por cada combinacion injerto-portainjerto. CLas
se inoculdé mediante injerto de pua proveniente de tejido enfermo colectado en campo de
plantas de limon mexicano. Las evaluaciones se iniciaron en abril 2014 a los 24 meses
después de la inoculacion, cada 30 dias por nueve meses. De cada planta se colectaron dos

muestras, la primera de la parte del in6culo y la segunda dirigida a la especie citricola (copa).

En el segundo ensayo, del 21 de abril del 2013, se injertd limén mexicano (Lm) sobre C.
macrophylla, C. volkameriana y C. aurantium. Se consideraron siete plantas por
combinacioén injerto-portainjerto y un testigo. La inoculacion fue similar a la descrita
previamente. Las evaluaciones se iniciaron en abril 2014 a los 12 meses después de la
inoculacidn. La evaluacidon y colecta de material vegetal se realiz6 cada 30 dias con un total
de nueve muestreos. De cada planta se seleccionaron tres ramas y de cada rama se marcaron
las regiones proximal y distal para la colecta de una hoja por region. También se determind
la concentracion bacteriana mediante PCR cuantitativa (q-PCR). En ambos experimentos se
confirmod la presencia de CLas en el indculo y mediante secuenciacion se verifico la

transmision al injerto.

Andlisis histolégico. Las muestras recolectadas se procesaron de acuerdo con la

metodologia descrita por Lopez et al., 2005.

Cuantificacion de la concentracion de CLas mediante g-PCR. De cada muestra se
colectaron dos hojas para extraccién de ADN a partir de la nervadura central, se procesaron
nueve colectas de cada experimento. La extraccion de acidos nucleicos totales se realizé por
el método de CTAB segun Freitas-Astua et al. (2003). La cuantificacion de la bacteria se
realiz6 por el método descrito por Li (2006), adaptado por SENASICA-CNRF (Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria).

RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo 1. Los tres citricos presentaron variaciones en la expresion sintomatica visual.
Los sintomas observados fueron aclaramiento de nervaduras, moteado leve, moteado

blancuzco, moteado asimétrico y clorosis. La severidad de sintomas fue mayor en plantas de
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Lm injertadas sobre C. macrophylla, asi mismo, se registro la mas alta concentracion de CLas
en esta combinacion (Fig. 1). En Lm/C. volkameriana, Lp y Nd en las diferentes
combinaciones mostraron sintomas moderados a leves en 32 meses evaluados. A nivel
histologico, las células parenquimatosas del floema de la nervadura central de las hojas de
Lm/C. macrophylla y C. volkameriana; Lp/C. macrophylla y C. volkameriana; Nd/C.
volkameriana presentaron hiperplasia y la consecuente desorganizacion del sistema vascular.
A diferencia del Lm/C. volkameriana, el Lm/C. macrophylla presentd un incremento
significativo en la hiperplasia del floema, estimado con la anchura del floema (X=131.82
pum) con respecto al tejido Sano (X=64.04 um) mostrando concordancia con la severidad
visual de los sintomas. El limén mexicano fue el citrico mas afectado por CLas en este

ensayo.
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Ensayo 2. EI Lm/C. aurantium present6 punteado clorético, moteado asimétrico, moteado

No. de copias CLas/pl

blancuzco y aclaramiento de nervaduras. En Lm/C. volkameriana presentd moteado
asimétrico, aclaramiento de nervaduras y clorosis; en Lm/C. macrophylla se observaron
sintomas de punteado clorético, moteado asimétrico, clorosis, abscision foliar, muerte de
ramas y cuatro plantas muertas, por lo que la severidad en sintomas fue mayor en Lm/C.
macrophylla coincidiendo con lo reportado por Velazquez et al., 2012, contrastando con los
resultados moleculares donde se encontré mayor concentracion de CLas en la mayoria de las
ramas de Lm/C. aurentium (Fig. 2), en especial en la parte basal de las ramas evaluadas.
Estos resultados son de los 12 meses de cronicidad de la enfermedad hasta los 20 meses

después de la inoculacién.
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Figura 1. Cuantificacion temporal de CLas, de los 24 meses hasta los 32 meses después de la inoculacion

en limon persa (LP), I. mexicano (LM) y naranja dulce (ND) y su relacion injerto/portainjerto.

Fluctuacion de CLas en limén mexicano y su relacion injerto-portainjerto
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Figura 2. Cuantificacion temporal de CLas, de los12 meses hasta los 20 meses después de la inoculacion

en limon mexicano (Lm) y su relacidén injerto/portainjerto. Lm/Ca= C. aurantium; Lm/Cv=C.

volkameriana; Lm/Cm= C. macrophylla.

A pesar de que CLas se distribuye de manera heterogénea en la planta (Ananthakrishnan
et al., 2013; Folimonova et al., 2009), la comparacion de la concentracién de la bacteria en
las diferentes combinaciones de Lm injertado sobre tres especies de patron reveld niveles
similares de CLas, lo que indica que no hay una estricta correlacion entre la concentracion
bacteriana y la severidad de los sintomas. La combinacién més susceptible fue Lm sobre C.
macrophylla ya que presentd las concentraciones méas bajas de CLas en al menos cinco
diferentes fechas de evaluacion, pero en contraste, se observaron los sintomas mas severos y

fue la Unica combinacion que presentd muerte plantas.

LITERATURA CITADA

Albrecht, U. and Bowman, K.D. (2012). Tolerance of trifoliate citrus rootstock hybrids to Candidatus
liberibacter asiaticus. Scientia Horticulturae 147:71-80.

Ananthakrishnan, G., Choudhary, N., Roy, A., Sengoda, V. G., Postnikova, E., Hartung, J. S., Stone, A. L.,
Damsteegt, V. D., Schneider, W. L., Munyaneza, J. E., and Brlansky, R. H. 2013. Development of
primers and probes for genus and species specific detection of ‘Candidatus Liberibacter species’ by real-
time PCR. Plant Disease 97:1235-1243.

Esquivel-Chéavez F., Valdovinos-Ponce G., Mora-Aguilera G., Gdmez-Jaimes R., Veldzquez-Monreal J. J.,
Manzanilla-Ramirez M. A., Flores-Sanchez J. L., Lopez-Arroyo J. I. 2012. Analisis Histologico Foliar

224

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

de Citricos Agrios y Naranja Dulce con Sintomas Ocasionados por Candidatus Liberibacterasiaticus.
Agrociencia 46: 769-782.

Flores-Sanchez JL, Mora-Aguilera G, Loeza-Kuk E, Lopez-Arroyo JI, Dominguez-Monge S, Acevedo-Sanchez
G y Robles-Garcia P. 2015. Pérdidas en Produccién inducidas por Candidatus Liberibacter asiaticus en
Limén Persa en Yucatan, México. Revista Mexicana de Fitopatologia 33: 195-210.

Folimonova S.Y., C. J. Robcrtson, S. M. Gamsey, S. Gowda, and W.O. Dawson. 2009. Examination of the
responses of different genotypes of citrus to huanglongbing (citrus greening) under different conditions.
Phytopathology 99:1346-1354.

Freitas-AsttaJ., E. C. Locali, R. Antoniolo, V. Rodriguez, E. W. Kitajima, and M. A. Machado. 2003. Detection
of Citrus leprosis virus in citrus stems, fruits and the mite vector. Virus Review Research 8:190-196.

Li W., J. S. Hartung, and L. Levy. 2006. Quantitative real-time PCR for detection and identification of
Candidatus Liberibacter species associated with citrus huanglongbing. Journal of Microbiological
Methods 66:104-115.

Lopez C., L., G. J. Marquez, y S. G. Murguia. 2005. Técnicas para el Estudio del Desarrollo en Angiospermas.
Editorial Las Prensas de Ciencias. Facultad de Ciencias UNAM. 178 p.

Stover E., K. Bowman, G. McCollum, R. Niedz, R. Shatters, Jr. and D. Hall. 2001. Breeding citrus for HLB
resistance at the USDA/ARS, U. S. Horticultural Research Laboratory, pp34-45

Veldzquez-Monreal J. J., Manzanilla-Ramirez M. A., Manzo-Sanchez G., Robles-Gonzélez M. M., Orozco-
Santos M., Carrillo-Medrano S. H. 2012. Reaccion del limoén mexicano a Candidatus Liberibacter
asiaticus mediante inoculacién por injerto. In: Memorias de congreso Nacional de Fitopatologia. Agosto,
2012.

225

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

DISTRIBUCION DE LA CARGA DE INOCULO REGIONAL DE
Candidatus Liberibacter asiaticus EN Diaphorina citri EN TRES

ESCENARIOS EPIDEMIOLOGICOS
Alejandra De la Rosa-Anaya!, Gustavo Mora-Aguileral, Emiliano Loeza-Kuk?, D.

Leobardo Ochoa-Martinez!, Verdnica Martinez-Bustamante?, J. Luis Flores-Sanchez*
INTRODUCCION

El Huanglongbing (HLB) es una enfermedad de los citricos causada por la bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) que coloniza los tubos cribosos del floema y
provoca su obstruccion, y la muerte de los arboles. La enfermedad se transmite,
principalmente, de arbol en arbol por el insecto vector Diaphorina citri (Bové, 2006). En
México la bacteria se detecto, por primera vez, en julio del 2009 en la localidad del Cuyo,
Yucatan. En diciembre del mismo afio se reportd en Nayarit y Jalisco. A partir de esas fechas
se ha detectado en 16 estados del pais (SENASICA, 2015). Mora-Aguilera et al. (2013)
definieron dos escenarios epidémicos de HLB, con base en la severidad: el Pacifico donde se
observa la mayor intensidad y la Peninsula de Yucatéan, que a pesar de ser la regién donde se

detectd por primera vez, se mantiene con baja intensidad.

Yang et al. (2006) sugieren que Diaphorina citri se dispersé del continente asiatico hacia
otros continentes, principalmente a paises tropicales y subtropicales. En América, se detecto
en la década de los 1940°s en Brasil, posteriormente en Estados Unidos, México, Belice,
Costa Rica, el Caribe y América del Sur (Grafton et al., 2013). En México, el insecto se
detecto en el afio 2002y, a la fecha, se encuentra disperso en todo el pais (Lopez et al., 2013).
Fagen et al. (2012) observaron variacion en la cantidad de bacteria (CLas) en el interior del
insecto (D. citri) e indican que la variacién de CLas esta involucrada en la transmision y
dispersion de la enfermedad. Asi mismo, Mora et al. (2013) mencionan que la cantidad del
indculo tiene implicacion en el comportamiento temporal (velocidad epidémica) y espacial

(distancia de dispersion) de una epidemia.

!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
Autor de correspondencia: morag@colpos.mx

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) es un méetodo de deteccion

preciso, sensible y répida, que adicionalmente permite cuantificar el namero de copias de la
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bacteria (CLas) presente en una cantidad de muestra conocida (Li et al., 2006). Ante la
ausencia de cura para el HLB, la Unica opcion para mantener la productividad de los arboles
enfermos es la aplicacion de tratamientos para reducir los sintomas y el manejo intensivo del
vector (Coy et al., 2015). Una de las estrategias para contener esta enfermedad es el manejo
regional de poblaciones del insecto (Torres-Pacheco et al., 2013); sin embargo, el control del
vector es costoso Y dificil (Yang et al., 2006). Existen estudios de la distribucion, habitat y
tasas de crecimiento poblacional de D. citri, y algunos, como el de Coy et al. (2015), sobre
la capacidad o cantidad de bacteria que los insectos pueden portar y que esta relacionada
directamente con su eficiencia para transmitir la enfermedad. Aunque el vector se encuentra

distribuido en todo el pais no se presentan los mismos escenarios epidémicos.

El presente trabajo tuvo como objetivo medir la cantidad de bacteria (CLas) en el interior
de D. citri en tres regiones de México (Pacifico, Centro-Golfo y Peninsula de Yucatan), bajo
tres escenarios epidémicos (alta, media y baja severidad e incidencia) y varias especies
citricolas de México; asi como, el tipo de distribucién de la bacteria en el vector en huertos.
Las hipotesis establecen que la carga de inéculo de Clas en D. citri esta directamente
relacionada con el tiempo de infeccion, y por tanto, con la incidencia y severidad de HLB.
También se espera que en los huertos con mayor tiempo de infeccion el comportamiento

espacial de la carga de in6culo sea homogéneo.

MATERIALES Y METODOS

La colecta del insecto vector fue del 28 de enero al 30 de abril del 2015, periodo de
brotacion vegetativa, en los estados de Campeche, Colima, Michoacéan, Puebla, Quintana
Roo, Yucatan y Veracruz. La seleccion de los sitios de muestreo considero los antecedentes
historicos de huertas enfermas confirmadas mediante diagnostico, la presencia del insecto y
la especie citricola predominante en cada regién: limén mexicano (Citrus aurantifolia),
limon (Citrus latifolia), naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata) y toronjo

(Citrus paradisi).
Los muestreos en campo para la colecta de insectos se realizaron mediante dos

metodologias. Para medir la carga bacteriana por regiones la colecta siguié un esquema en

“T” (Figura la), el cual considero el efecto bordo de los huertos por la llegada de vectores y
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efecto aleatorio hacia el interior del huerto. El tamafio minimo de muestra fue de 10 insectos
colectados de manera dirigida en 20 arboles por huerto, una muestra cada 2 o 3 arboles, en
funcion del tamarfio del huerto, para abarcar la mayor superficie: 10 ubicados en uno de los
lados de la huerta aledafio a una carretera, camino rural y terraceria, y 10 hacia el interior del
huerto. Para medir la distribucion de la carga de inoculo intraparcelario se utilizé un esquema
en “H” (Figura 1b), en el que las muestras se obtuvieron de arboles intercalados, una muestra
cada 2 o 3 arboles: 10 arboles en la periferia de cada uno de los lados, asi como otros ubicados
en el interior del huerto; el nimero de muestras colectadas en el interior vari6 en funcion del
tamano de la huerta. Al igual que en el esquema anterior, el tamafio minimo de muestra fue
de 10 insectos pero colectados de cada arbol. Los insectos que se colectaron se colocaron en

frascos de plastico con alcohol al 90%.
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Figura 1. Esquemas de muestreo. A) Esquema en “T” del muestreo regional. B) Esquema en “H” del
muestreo intraparcelario.

Extraccion y dilucion de ADN. El ADN se obtuvo de 10 insectos de cada muestra. La
extraccion de ADN se realiz6 después secar los insectos para retirar el alcohol. Se utilizo el
Kit de extraccién para sangre y tejido Axygen®. EI ADN extraido se cuantificd con un
espectrofotometro (NanoDrop 2000®, Thermo Fisher Scientific). Las muestras de ADN se
ajustaron a una concentracion de 20 ng/ul. Para realizar las curvas de calibracion se
realizaron diluciones seriadas (1/10) hasta alcanzar una concentracion de 10 ng/ul. La curva

de calibracion se efectu6 con seis diluciones (de 10°, a 10 ng/ul).
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PCR en tiempo real. Se cuantifico la carga bacteriana con la técnica molecular de qPCR
con los primers HLBp (5'-GCG TTA TCC CGT AGA AAA AGG TAG-3'), HLBas (5"-TCG
AGC GCG TAT GCA ATA CG- 3") y la sonda tipo Tagman (5"- AGA CGG GTG AGT
AAC GCGQG) (Teixeira et al., 2008). EI método de curva estandar de Li et al. (2008) y el
supermix SsoAdvanced ™ (BIO-RAD). La reaccion se efectud en un termociclador Step One
(Applied Biosystems) y el programa de temociclaje consistio en desnaturalizacion inicial a
95 °C por 3 min, 40 ciclos que consistieron en 95°C por 5 s, posteriormente de 59 °C por 40
sy 59 °C por 35 s. Se seleccion0 el valor (cuantificacion) de las muestras cuyos Cts (ciclo
de termociclaje en el cual se rebasé el umbral de fluorescencia aceptado por el equipo) se
encontraron dentro del intervalo [8, 35]. Muestras con Cts mayores a 35 se consideraron sin
confirmar o bien negativas segin los estdndares del equipo. Los valores numéricos
requeridos para la aprobacion fueron la eficiencia del experimento, superior al 80% y menor
a 120%; la mejor precision fue cuando el valor era cercano a 100%. El valor de r2 debid

aproximarse lo mas posible a 1, (0.99 lo ideal); el limite inferior aceptable fue 0.95.

Los datos se analizaron mediante un ANOVA y prueba de comparacion de medias Tukey
(p=0.05) para determinar la carga de in6culo de CLas por region. Los tratamientos fueron la
cantidad de copias de la bacteria y las repeticiones el nimero de muestras tomadas en cada
region. Los andlisis se realizaron en SAS 9.0 ®. El comportamiento espacial de positivos
ClLas, fue analizado con mapas geoestadisticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parcelarios. Los resultados sugieren que en la Regidon Centro-Golfo y en la Peninsula de
Yucatéan la carga de in6culo de CLas en el vector es baja, por tanto puede explicar un proceso
de dispersion reducido y la condicion de la enfermedad con menor intensidad (Mora et al.,
2013). En el Pacifico se observé el resultado opuesto (Figura 2). Coy et al. (2015) también
encontraron dos niveles contrastantes de carga de inoculo en el vector en el sur de Florida.
Se observo que existe una relacion directa de la carga de indculo con el estatus epidémico de
la enfermedad en cada entidad federativa. En aquellas entidades en condicién endemica como

Colima y Michoacan presentaron mayor concentracion de CLas en el vector.
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Figura 2. Carga de In6culo por Estado
La carga bacteriana en el vector fue baja donde existen huertos con reducida presencia de
la enfermedad, lo cual sugiere una condicion de focos iniciales y alto riesgo de dispersion sin
un manejo adecuado del vector.

Dispersion Intraparcelaria: Se observo un patron espacial parcelario de concentracion
de CLas en el vector en funcidn de la cronicidad de la infeccion en arboles de citricos dulces
y agrios. Para el caso de Colima existe una distribucién homogénea de la carga de inéculo la
cual estd relacionada con la endemicidad de la enfermedad. Mientras que la dispersion
intraparcelaria de CLas en Michoacan y Veracruz se encuentra bajo un proceso activo, el cual
avanza desde los bordes hacia el interior de las parcelas. Los resultados de Puebla sugieren que
la carga de in6culo es baja, considerando los resultados negativos de las muestras colectadas
(Figura 3).

Los resultados de la carga de indculo regional e intraparcelaria del presente trabajo explican
una de las posibles causas de la presencia de diferentes escenarios epidemioldgicos en México.
Mora et al. (2013) mencionan que la disponibilidad del in6culo tiene implicaciéon en el
comportamiento temporal (velocidad epidémica) y espacial (distancia de dispersién) de la

epidemia.
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Figura 3. Mapas parcelarios de la distribucion de la carga de in6culo en el vector D. citri en huertos contrastantes
de Colima, Michoacéan, Pueblay Veracruz.

altas concentraciones del Inoculo, son criterios para definir Ias acciones y areas regionales hacia

doénde dirigir medidas de prevencién y control del HLB, especificas para el manejo de D. citri.
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IMPLICACION DEL MANEJO AGRONOMICO Y CRONICIDAD EN EL

IMPACTO PRODUCTIVO DEL HUANGLONGBING EN MICHOACAN
Jorge L. Flores-Sanchez!, Gustavo Mora-Aguileral”, Bernardo Reyes-Gonzalez?,

Emiliano Loeza-Kuk?3, J. I. Lopez-Arroyo?, José J. Velazquez-Monreal®, Ma. A.
Gutiérrez-Espinosa®, Renato Beozzo Bassanezi’.

INTRODUCCION

El Huanglongbing (HLB) de los citricos es la enfermedad de mayor impacto socio-
econdmico que afecta la citricultura mundial (Boveé, 2006; Bassanezi et al., 2009, 2011;
Flores-Sanchez et al., 2015; Robles-Gonzalez et al., 2013). En México, el HLB se asocia a
la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), la cual se transmite y dispersa por el
psilido asiatico de los citricos (Diaphorina citri Kuwayama; Hemiptera: Liviidae) (PAC)
(Halbert y Manjunath, 2004; Hall et al., 2013). Derivado del desarrollo epidémico del HLB
en México, Mora-Aguilera et al. (2013) indican que existen dos escenarios contrastantes: 1)
region Pacifico, en la cual se presenta mayor intensidad epidémica y prevalencia en huertos
comerciales y 2) regiones de la Peninsula de Yucatan y Golfo de México con menor
intensidad y prevalencia en traspatios. Las recientes experiencias en Brasil, y posteriormente
extendidas a EUA, Belice, y México, indican que la estrategia que presenta mayor eficiencia
en el manejo del HLB es el enfoque de control regional del PAC, por su durabilidad y
reduccion en costos de aplicacion, en complemento a la erradicacion de inéculo primario y
al uso de material vegetal certificado (Bassanezi et al., 2013); sin embargo, en regiones
citricolas donde estas acciones no fueron implementadas con pertinencia y el escenario
epidémico del HLB es endémico, la erradicacion es una opcién inviable (Belasque et al.,
2009).

!nstituto de Fitosanidad. Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco Edo. de México.
2Comité Estatal de Sanidad Vegetal de Michoacan-DGSV, Uruapan, Michoacén.

SINIFAP-Centro de Investigacion Regional Sureste. Mococha, Yucatan.

4INIFAP-CE General Teran, Nuevo Leon.

SINIFAP-CE Tecoman, Colima.

®Instituto de Fruticultura. Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco Edo. de México.
"FUNDECITRUS. Araraquara, Sao Paulo, Brasil.

*Autor de correspondencia: morag@colpos.mx

233

——
| —



mailto:morag@colpos.mx

MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

En estas regiones, tales como Colima y Michoacan, se requiere una estrategia de manejo
integrado del cultivo, la cual se base en nutricion, riego, altas densidades de plantacion,
plantaciones de ciclo corto y control regional del PAC mediante ingredientes quimicos y
bioldgicos (Manzanilla et al., 2012).

En Florida, en naranja dulce, se demostré que el control del PAC, especialmente cuando
se combina con nutricion foliar, podria incrementar significativamente la produccion en
huertas con alta incidencia del HLB (Stansly et al., 2014); sin embargo, este componente de
manejo no se utilizé en los estudios que estiman pérdidas en produccion por efecto del HLB,
ya que estiman la produccion en relacion a la severidad de la enfermedad en los arboles
evaluados. En Brasil se indican pérdidas en produccion de naranja dulce cv. Valencia de 41
a 100 % (Bassanezi et al., 2009, 2011); en México, el efecto del HLB reduce la produccion
de limén persa en 17% (Flores-Sanchez et al., 2015) y en limon mexicano en 62% (Robles-
Gonzales et al., 2013). En todos los casos indicados implementaron un enfoque parcelario
sin considerar la cronicidad de la enfermedad, carga bacteriana y manejo local, por lo que la
informacion que generaron se considera que subestima los efectos del problema; por lo
anterior, en el presente estudio el objetivo fue evaluar las implicaciones del manejo
agronémico y la cronicidad de la enfermedad en el impacto productivo del HLB, en limén

mexicano en el estado de Michoacan.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de sitios de estudio. La seleccion de huertos se realiz6 a partir de un muestreo
regional en la zona citricola del Valle de Apatzingan, el cual considerd los municipios de
Tepalcatepec, Buenavista, Aguililla, Apatzingan, Paracuaro, Mgica, la Huacana y Gabriel
Zamora. Con el fin de determinar el nivel de tecnificacion de los huertos, se evaluaron las
variables del sistema epidemioldgico: superficie del huerto, nivel de nutricién, edad de
plantas, brotacion, vigor de arboles, presencia de plagas y enfermedades, y cronicidad del
HLB en los huertos. En total se seleccionaron 46 huertos, 23 con alta tecnificacion (AT) y

23 con baja tecnificacion (BT) distribuidos en los municipios mencionados (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Huertos seleccionados en los municipios citricolas de Michoacan por nivel de tecnificacién.

Municipio Huertos con AT Huertos con BT  Huertos totales
Buenavista 5 5 10
Apatzingan 5 5 10
Tepalcatepec 5 5 10
Mdgica 2 2 4
Paracuaro 3 3 6
La Huacana 1 1 2
Aguililla 1 1 2
G. Zamora 1 1 2
TOTAL 23 23 46

Seleccion de arboles a evaluar. Para estimar la cronicidad de infeccion del HLB, en cada
huerto se midio la severidad de 100 &rboles mediante una escala arbitraria con clases 0=0,
1=25, 2=50, 3=75, 4=100, porcentaje de copa con sintomas de HLB (Flores-Sanchez et al.,
2015), A partir de esta evaluacion se seleccionaron en total 15 arboles por huerto, tres por

clase de severidad, para estimacion de la produccion.

Variables medidas. En cada arbol seleccionado se peso y contd el nimero de frutos con
madurez de cosecha, colectados para estimar la produccion total. Adicionalmente, se
selecciond una muestra aleatoria de 20 frutos para medir las variables morfoldgicas: peso,
didmetro ecuatorial, didmetro polar, grosor de cascara, volumen de jugo y organolépticas: ph
y grados brix (Flores-Sanchez et al., 2015). El porcentaje de pérdida por variable evaluada

se calculd con base en la siguiente formula:

perd = 100 — (pest * 100) /ptotal...................ccccoeven... [1]

Donde: perd: es el porcentaje de pérdida; pest: es el valor obtenido en arboles enfermos, y ptotal: es el valor

obtenido en arboles sanos, para cada variable evaluada.

Analisis molecular. Con el fin de cuantificar la concentracién de CLas y determinar su
relacién con la cronicidad y pérdida productiva, en cada arbol se colectaron ocho hojas, dos
por punto cardinal del dosel, a las cuales se realizo la extraccion de acidos nucleicos totales
con el método CTAB (Doyle y Doyle, 1987) y la cuantificacion de CLas por gPCR con el
método TagMan® (DGSV-CNRF, 2008; Li et al., 2006).

Analisis de datos. El analisis estadistico fue bajo un disefio de parcelas divididas en donde

la parcela grande fue el manejo del huerto y la parcela chica la cronicidad de las plantas
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seleccionadas. Los datos de cada variable se analizaron con un ANOVA y prueba de
comparacion de medias (Tukey P<0.05); adicionalmente, se generaron modelos correlativos
en funcion de la cronicidad del HLB. Los datos de concentracion de CLas fueron analizados
con modelos correlativos en funcion de la cronicidad del HLB y produccién de &rboles

evaluados. Todos los andlisis se realizaron en SAS® 9.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio la definicion del nivel de tecnificacion se determind en
consideracién de las practicas agrondmicas y culturales que los productores realizan

comunmente en sus huertos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas agrondmicas evaluadas para definir el nivel de tecnificacion de los huertos
seleccionados.

Practicas Agrondmicas Nivel de Tecnificacion

Bajo Alto
Riego Rodado Microaspersion
Poda No Si
Control de Maleza Si No
Nivel de nutricion Baja Alta
Vigor Bajo Alto
Poblacion D. citri Alta Baja
Control de Plagas No Si

A partir del porcentaje de pérdidas de la produccion obtenida (kg/arbol), se encontraron
diferencias significativas (Tukey, P<0.05) por nivel de tecnificacion de los huertos BT=40%
y AT= 7% (Figura 1A) y por cronicidad 0=0 25=21, 50=36.3, 75=53.2 y 100=62.3% de
reduccion de la produccion (Figura 1B).

En la Figura 1 se ilustra como el nivel de tecnificacion predispone la pérdida productiva,
la cual no es generalizada en todos los arboles, ésta depende directamente de la cronicidad
del HLB en el huerto. Aparentemente las practicas de riego, poda, fertilizacion y control del
vector compensan el efecto de CLas sobre la produccién en huertos con AT, sin inhibir su

efecto (7%), mientras que en huertos con BT la infeccidn sistémica y cronica de CLas induce
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un efecto fisioldgico sobre los arboles, los cuales sin practicas agrondémicas adecuadas

exhiben

el mayor impacto productivo (62%).
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Figura 2. Correlacion de porcentaje de reduccion de variables organolépticas y morfoldgicas con severidad
del HLB en huertos evaluados con Baja Tecnificacién (BT). VJ= volumen de jugo; Brix= grados brix; DP=

diametro polar; DE= diametro ecuatorial y GC= grosor de cascara.

Las variables morfoldgicas y organolépticas evaluadas presentaron una relacion similar

en funcion de la cronicidad del HLB (R?=0.87-0.93) y en asociacion a huertos con BT. El

porcentaje de reduccion varié de 22 a 37% en las variables morfoldgicas; mientras que en las
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variables organolépticas oscilé de 7 a 26%, en todos los casos el efecto mas alto se encontro
en arboles con severidades del 100% (Figura 2).

Lo anterior sugiere que el efecto de CLas sobre la produccién de limén mexicano depende
del periodo de infeccién (cronicidad) y directamente del nivel de tecnificacion de los huertos.
Esta informacion es de gran relevancia ya que evidencia que el HLB bajo las condiciones del
Pacifico Mexicano puede ser manejado con practicas agrondémicas, las cuales compensan su

impacto y sugiere una coexistencia con la cadena productiva limén mexicano.
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virus PARA SU USO EN UN PROGRAMA DE PROTECCION CRUZADA
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INTRODUCCION

El Citrus tristeza virus (CTV) (familia Closteroviridae, género Closterovirus) es el agente
causal de la tristeza de los citricos, considerada una de las enfermedades més destructivas en
el cultivo de los citricos (Bar-Joseph et al., 1989). EI CTV induce el desarrollo de tres
sintomas principales: declinamiento, picado de tallo y amarillamiento de plantulas (Moreno
et al., 2008).

A nivel nacional se han realizado trabajos sobre caracterizacion molecular del CTV en
donde se indica la predominancia de aislamientos de tipo moderado; pero con cambios
estructurales en su poblacion aun con la presencia de Toxoptera citricida (Rivas-Valencia et
al., 2010). En este sentido, varios estudios se han realizado para identificar rapidamente
aislamientos en relacion a su patogenicidad (Herrera-lIsidrén et al., 2009). Sin embargo, en
la mayoria de ellos no se realiza la caracterizacion biol6gica completa del conjunto de
variantes gendmicas. Para estudios de proteccion cruzada, es necesario considerar que el
CTV es un virus altamente variable por lo que es fundamental determinar la prevalencia
regional de aislamientos a través de medios moleculares y bioldgicos. En este contexto, el
objetivo de este estudio fue caracterizar aislamientos de CTV provenientes de focos previos
y posteriores al ingreso de T. citricida en los estados de la Peninsula de Yucatan, Veracruz y
Tamaulipas, basados sobre la caracterizacién bioldgica de aislamientos moderados derivados

de la caracterizacién molecular con el gen p25.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos del virus. Los aislamientos de CTV fueron colectados de la Peninsula de
Yucatan (entre 2011 y 2015) y de la coleccién de aislamientos de Veracruz y Tamaulipas del
COLPOS.

Caracterizacion molecular de aislamientos del CTV

Extraccion del RNA total, amplificacion por RT-PCR, Secuenciacion del gen p25 y
Alineamiento de secuencias y andlisis filogenético. EI RNA viral se obtuvo con el método
del bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB). EI RNA final fue suspendido en 30 uL de agua
libre de RNAasas. La reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR) se realiz6 en dos pasos para la amplificacion de un fragmento de 672 pb del gen p25
que codifica la capa proteica (CP). Los productos amplificados se observaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio e irradiado con luz
ultravioleta. Aquellos fragmentos amplificados (p25) de CTV fueron sometidos a
secuenciacion. Por lo que se purificd y secuencio el producto de RT-PCR con Macrogen Inc
(Korea). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las publicadas en el GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). El alineamiento multiple de las secuencias de los

aislamientos de CTV fue realizado con el programa MEGA 6.05. Adicionalmente, se
incluyeron secuencias de CTV de diferentes regiones de México y otros paises reportadas en
el GenBank. Para construir los arboles filogenéticos y estimar la distancia genética, se uso el
método Clustal W con la prueba Neighbour-Joining.

Caracterizacion bioldgica de aislamientos del CTV. De acuerdo a la homologia entre
secuencias, se seleccionaron ocho aislamientos representativos del grupo filogenético
moderado. Cada aislamiento fue inoculado sobre plantas de limén mexicano, naranjo agrio,
toronja “Duncan” y naranja dulce / naranjo agrio, las cuales fueron mantenidas a
temperaturas de 18 a 24 °C en el invernadero de la Estacion Nacional de Cuarentena,
Epidemiologia y Saneamiento Vegetal (ENECUSaV). Para esto, se establecio un disefio
experimental en bloques generalizados con tres repeticiones donde se inocul6 por medio de
injerto cada aislamiento (2-3 yemas) en las plantas indicadoras. Se monitore6 mensualmente
la ocurrencia e intensidad de sintomas (reduccion del crecimiento, acortamiento de

entrenudos, reduccion de unidades clorofila, amarillamiento, aclaramiento de nervadura y
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acucharado de hoja) por seis meses. Para categorizar la ocurrencia de sintomas, se uso una

escala arbitraria de 0 a 3, basada en evaluacion visual de sintomas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion molecular de aislamientos de CTV. El andlisis filogenético de las
secuencias obtenidas mostré una clara separacion de variantes en cinco grupos bien
definidos: 1) aislamientos moderados asintométicos de la Peninsula de Yucatan, Veracruz y
Tamaulipas y 2-5) aislamientos severos sintométicos tomados del GenBank. Todos los
aislamientos del grupo 1 fueron monofiléticos respecto al gen p25. Las ramificaciones de los

grupos de aislamientos fueron soportadas por valores de bootstrap altos (Fig. 1).

Figura 1. Reconstruccion filogenética de una fraccion (672 pb) de la regién p25 de la capa proteica del
virus utilizando el método del vecino préximo con 1000 repeticiones.

Caracterizacion biolégica de aislamientos de CTV

Reduccidn del crecimiento, acortamiento de entrenudos y Reduccion de la clorofila. Se
observaron diferencias (P < 0.05) en la dinamica de crecimiento de los brotes (Cuadro 1) y
en la longitud intermodal (Cuadro 2) entre las plantas control (no inoculadas) y las inoculadas
con los aislamientos de CTV. Mientras que en la reduccién de unidades clorofila, no hubo
diferencias (P <0.05).

242

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

Cuadro 1. Longitud promedio del brote (cm) de plantas indicadoras inoculadas con aislamientos

moderados de CTV pertenecientes a un grupo filogenético.

Aislamiento Limoén mexicano N. dulce N. dulce / N. agrio Toronja
Control 9.88 abc 13.58 ab 20.02 bc 10.44 ab
T1 53¢ 1546 a 17.23 cd 8.55 bcd
T2 7.71 abc 13.19 abc 18.2cd 7.96 cd
T3 12.62 ab 9.80 cd 23.57 ab 9.94 abc
T4 7.51 be 13.53 abc 13.9d 6.62d
T5 9.32 abc 13.45 abc 20.54 bc 1146 a
T6 8.64 abc 10.22 bed 19.08 be 8.12 cd
T7 11.68 abc 7.7d 19.06 bc 6.64d
T8 11.83 ab 10.55 bcd 21.88 abc 8.21 cd

a, b, ¢, d — Prueba de Tukey con nivel de significancia de P < 0.05. Letras diferentes son estadisticamente
diferentes en el crecimiento del brote entre la misma planta indicadora inoculada con aislamientos del grupo 1
(columna).

La naranja dulce y la toronja mostraron reduccion de crecimiento para la mayoria de los
aislamientos evaluados, calculado a partir del nUmero de valores estadisticamente diferentes
con relacion al control (Cuadro 1). Los aislamientos que afectaron la dinamica de crecimiento
de la mayoria de las especies de citricos evaluadas fueron los de los aislamientos T4y T7,
correspondientes a los dos aislamientos de Veracruz (Cuadro 1). La reaccion mas intensa de
acortamiento de entrenudos se observo en naranja dulce, naranja dulce/naranjo agrio y en
toronja. Los aislamientos T4 y T6 (Veracruz), T7 (Tamaulipas) y T8 (Quintana Ro0),
tuvieron un impacto significativo en la longitud promedio intermodal de la mayoria de

especies evaluadas (Cuadro 2).

Cuadro 2. Longitud promedio internodal (cm) de plantas indicadoras inoculadas con aislamientos

moderados de CTV pertenecientes a un grupo filogenético.

Aislamiento Limdn mexicano N. dulce N. dulce / N. agrio Toronja
Control 1.04Db 1.77 bc 2.65a 151ab
T1 1.08 ab 1.90 abc 2.31bc 1.32 bc
T2 1.07 ab 22la 243 ab 1.59 ab
T3 128 a 1.68 bc 25ab 1.54 ab
T4 0.93b 1.62 bc 198¢ 165a
T5 1.25a 1.67 bc 2.44 ab 1.54 ab
T6 1.12 ab 191 ab 2.54 ab 117¢
T7 1.30a 1.25d 241ab 1.47 abc
T8 1.25a 1.53 cd 2.36b 1.51 ab

a, b, ¢, d — Prueba de Tukey con nivel de significancia de P < 0.05. Letras diferentes son estadisticamente
diferentes en la longitud internodal entre la misma planta indicadora inoculada con aislamientos del grupo 1
(columna).

Sintomas de acucharado de hoja. Durante el experimento, el sintoma de acucharado de hoja
en limén mexicano fue registrado en todo el periodo. La mayor intensidad promedio de

sintomas fue registrada en las plantas inoculadas con el aislamiento T6 (Fig. 2).
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Figura 2. Valores promedio de sintomas de acucharado de hoja sobre plantas de limén mexicano sin
inocular (control) e inoculadas con aislamientos de Citrus tristeza virus moderados del grupo filogenético
GLl. a, b, ¢ - Prueba de Tukey con nivel de significancia de P <0.05. Letras diferentes son estadisticamente
diferentes en sintomas observados entre plantas control e inoculadas.

Estos resultados muestran claramente que las caracteristicas fenotipicas de la enfermedad
no se asocian Unicamente con el gen p25. Por lo que, este tipo de estudios justifica la
conveniencia de usar este acervo de aislamientos de CTV identificados molecular y
bioldgicamente para estudios futuros de diagndstico, trazabilidad y monitoreo, asi como para
efecto de evaluarles su capacidad protectiva dentro de un programa de proteccién cruzada
para México.
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CARACTERIZACION Y EVALUACION DE NEMATODOS
ENTOMOPATOGENOS SOBRE NINFAS DE MOSCA PINTA
(HEMIPTERA: CERCOPIDAE) EN EL CULTIVO DE CANA DE
AZUCAR.

P.F Grifaldo-Alcantara, ; R Alatorre-Rosas ! J. A Villanueva-Jiménez %; F.
Hernandez-Rosas 3; 1. Cid del Prado-Vera I y P.S Stock®.

INTRODUCCION

La mosca pinta de los géneros Aeneolamia spp. y Prosapia spp. son los mas abundantes
y representativos en las zonas de abastecimiento de los Ingenios comprendidos en la vertiente
del Golfo de Meéxico. Estos organismos constituyen uno de los principales problemas
fitosanitarios de la cafia de azucar y estan presentes en cerca del 60% de los ingenios en
México (CONADESUCA 2011).

En la Gltima década ha habido esfuerzos dirigidos a la basqueda de agentes microbianos
nativos como los nematodos entomopatdgenos (NEP’s) los cuales se encuentran parasitando
en forma natural a la mosca pinta (Poinar Jr. y Linares, 1985 y Hernandez et al., 2007). Estos
organismos tienen la capacidad para buscar, invadir y matar a sus hospederos en 24 a 48 hr
(Ferrer et al., 2004; Leite et al., 2005; Batista y Auad, 2010). Por lo tanto se considera
importante la basqueda e identificacion de cepas nativas de NEP’s. Asi entonces nuestros
objetivos son la obtencidn, identificacion y caracterizacion de NEP’s obtenidos de suelos
cafieros, como la realizacion de pruebas en campo para valorar la infeccion de los nematodos

obtenidos hacia ninfas de mosca pinta en microparcelas.

!Fitosanidad- Entomologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

2 Colegio de Postgraduados, Campus Veracruz.

3 Colegio de Postgraduados, Campus Cérdoba.

4 Universidad de Arizona, USA. Departamento de Entomologia.
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MATERIALES Y METODOS

Toma de muestras de suelo: Se realizé la toma de muestras de 1 kg de suelo en ciertos
ingenios carieros del estado de Veracruz, México cuya presencia de salivazo fue alta dentro
del cultivo elegido como positivo. Las muestras se colectaron en 9 puntos distribuidos en una
hectérea; éstas fueron guardadas en bolsas de plastico y etiquetadas con los datos
correspondientes al sitio muestreado y mantenidas a 5°C hasta su procesamiento.

Identificacion de nematodos: Para la identificacion de los NEP’s obtenidos en el cultivo
de cafia de azUcar; estos fueron propagados en larvas de G. mellonella para la obtencién de
los diferentes estadios filiformes y asi iniciar con la realizacién de preparaciones para
microscopia de luz, microscopia de barrido y pruebas moleculares para la extraccion de ADN

y la amplificacion de primers especificos (Spiridonov et al., 2004, Stock et al., 2001).

Pruebas de efectividad biolégica: Se emplearon dos aislamientos (tratamientos) que
fueron obtenidos en esta investigacion; Heterorhabditis indica (CPVG13) y una cepa del
género Steinernema sp. (CPVC13), asi como un tratamiento como testigo (agua). Los dos
aislamientos fueron propagados en G. mellonella, se determind la concentracion y se
almacenaron en placas de papel filtro (25 x 27 cm) de poro mediano humedecido con 20-22

ml en concentraciones de 1x107 JI/ml, y se almacenaron en bolsas de pléstico (ziploc®).

Condiciones de campo: Se realizaron dos aplicaciones de NEP’s en los afios 2014 y 2015
en dosis de 6.6 x 107 1J/m? (Leite et al., 2005) para las dos fases. Los sitios fueron elegidos
mediante monitoreo previo en parcelas de los Ingenios Constancia y Potrero, donde su

eleccion fue a través de la deteccion de altas infestaciones de la plaga del salivazo.

Fase 1 (2014): En los sitios seleccionados para los dos ingenios, se marcaron tres surcos
de 10 metros lineales, considerando 3 m de cada orilla y 4 m de centro. En la parte central de
los 10 m, se contabiliz6 previamente la presencia de un nimero mayor a 10 ninfas de mosca
pinta; conteo que se realizé previamente y fue elegido como sitio propicio para realizar las
evaluaciones. Las dimensiones fueron marcadas con cuatro puntos en los extremos asi como

en la parte central siendo las dimensiones de aplicacién y a evaluar.

Fase 2 (2015): Se eligieron dos localidades en el ingenio Potrero. Para cada uno de los

sitios las dimensiones de aplicacion fue de 1800 m?, con 9 puntos distribuidos al azar por
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sitio. En cada una de las localidades se realizé la aplicacion de 80 L de agua para el control
y 80 L con el nematodo Steinernema sp. en una suspension de 6.6 x 107 1J/m? (Leite et al.,
2005), para ambos casos se adiciond un dispersante Nufilm (0.03%). Cada uno de los puntos
fue elegido por la contabilizacion directa de més de 10 ninfas de mosca pinta. Una vez

ubicados los puntos estos fueron delimitados dentro del area de aplicacion.

Aplicacion de NEPs: Para las aplicaciones se conté con mochilas manuales de presidn con
la finalidad de no mezclar los tratamientos asi como evitar la contaminacion del control
(agua+Nufilm). Ya en las parcelas seleccionadas, los nematodos de cada uno de los
tratamientos fue vertido por separado en botes de plastico permitiendo la dispersion y
liberacion de los JI del papel filtro. La suspension se vacio en las mochilas manuales y éstas
fueron aforadas a una capacidad de 15 litros de agua para su aplicacién. Los NEP's se
aplicaron a 80 libras de presién, usando una boquilla de abanico y manteniendo una

aplicacion homogénea dentro del cultivo de cafia de azUcar.

Evaluacién: Para la Fase 1 se contd con 3 tratamientos con 4 repeticiones por sitio; el
tratamiento 1 (T1) para el aislamiento Steinernema sp., T2 para el aislamiento de
Heterorhabditis sp. y TO para el control, las evaluaciones se realizaron a partir del 3er dia
después de la aplicacion. Para el caso de la Fase 2 las evaluaciones se realizaron in situ al 4°
dia de la aplicacion, realizandose 4 evaluaciones consecutivas (una por dia). Observando el
aumento o disminucién de la plaga en los sitios marcados, asi como la produccion de saliva
de las mismas. Para las dos fases, terminadas las evaluaciones, muestras de ninfas fueron
colectadas y llevadas al laboratorio determinando asi la mortalidad efectuada por nematodos
hacia las ninfas de mosca pinta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Trampeo e identificacion de NEP’s: En 19 sitios muestreados, pertenecientes a 9
municipios y 5 ingenios cafieros, se logré encontrar 4 cepas de NEP’s. Tres cepas del género
Steinernema sp. presentes en el Ingenio Constancia, Localidad Estrella, Tezonapa y una cepa
del género Heterorhabditis perteneciente al Ingenio la Gloria, Municipio Ursulo Galvéan,

Veracruz, México. De acuerdo a estudios realizados sobre la biologia de cada uno de los
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aislamientos, tales como morfologia, morfométria y analisis molecular mediante PCR con
primers generales y especificos se determind que las tres cepas del Ingenio Constancia
pertenecen al género Steinernema y podria tratarse de una nueva especie, con un alto parecido
morfolégico a S. abbasi y S. bifurcatum; asi como una cercania molecular con S. riobrave y
S. ralatorei (Grifaldo-Alcantara et al., 2013). Mientras que la otra cepa pertenece al género

y especie Heterorhabditis indica.

Evaluacién de la efectividad de los NEP’s: Para la Fase 1 los resultados indican que no
hubo diferencias de efecto entre tratamientos, ni existe diferencias entre Ingenios y sitios.
Teniendo un promedio de mortalidad con H. indica de 73.6% y con Steinernema sp 62.06%.
En la Fase 2 hubo una reduccion significativa de la plaga, asi como una disminucion
ligeramente en la produccion de la saliva, donde se observd un aumento del 80% de la
poblacién en relacion al tratamiento. De igual manera se observo un aumento de la saliva y

una emergencia normal de las fases adultas para el testigo.
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DIVERSIDAD ESPECIFICA DE Metarhizium spp. (Ascomycota:
Hypocreales) Y SU RELACION CON DIFERENTES HABITATS Y

ETAPAS FENOLOGICAS DEL CULTIVO DE CANA DE AZUCAR
Hernandez-Dominguez Carmelal, Guzman-Franco Ariel W'*, Alatorre-Rosas Raquel’,

Carrillo-Benitez Maria Guadalupe!, Rodriguez-Leyva Esteban?!, Villanueva-Jiménez

Juan Antonio?

INTRODUCCION

Los hongos entomopatdgenos se encuentran practicamente en todos en los
agroecosistemas. El estudio de su ecologia y diversidad genética es importante, ya que esto
proporcionaria las bases para el desarrollo de estrategias mas eficientes de control bioldgico
de insectos mediante entomopatdgenos. Uno de los géneros mas estudiados es Metarhizium,
hongo del orden hipocreales cuyas especies pueden infectar a mas de 700 especies de
insectos. Este hongo ha sido capaz de adaptarse a distintos ambientes, por lo que su
distribucion es considerada como cosmopolita. Existen diversas especies dentro de este
género, y muchas de ellas han sido reportadas con una interaccion muy estrecha y especifica
con insectos asi como con raices de arboles y pastos (Meyling y Eilenberg, 2007; Quezada-
Moraga et al. (2007). Autores como Wyrebek et al. (2011) han sugerido que diferentes nichos
ecologicos puede contener una diversidad de especies de Metarhizium diferente. Esto sugiere
que es necesaria una investigaciéon mas detallada de la diversidad especifica y ecologia de
Metarhizium en nichos especificos. Tomando el cultivo de la cafia de azicar como nicho
especifico y modelo de estudio, el presente estudio esta orientado a determinar la diversidad
especifica y genética de Metarhizium spp., en cuatro fechas diferentes, cada una representado
una etapa fenoldgica diferente, del ciclo del cultivo de cafia de azlcar, y comparar estos

resultados con los obtenidos en cultivos y plantas silvestres aledarias.

IFitosanidad- Entomologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
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MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron tomadas en Acatlan de Pérez Figueroa, Oaxaca en cuatro fechas
diferentes del ciclo de produccidn de cafia de azucar. EI primer muestreo se realizo en octubre
del 2014. Se tomaron 50 muestras de 600 gramos de suelo cada uno, 28 muestras de suelo
fueron colectadas muy cercanas a la raiz de las plantas de cafia, 15 muestras cercanas a la
raiz de &rboles de limon y siete muestras en raiz de pastos. Todas las muestras se tomaron a
una profundidad de 10 a 15 cm. Otras 50 muestras de hoja se tomaron de la base de las plantas
de cafa, arboles de limon y pasto circundante. Las muestras de hoja fueron tomadas de la
misma planta cuya zona radicular fue muestreada para colectar suelo. Las muestras de suelo
se colocaron en bolsas de plastico, y las hojas se colocaron en bolsas de papel destraza. Todas
las muestras fueron etiquetadas y trasportadas en hieleras al laboratorio de Patologia de

Insectos del Colegio de Posgraduados.

Los siguientes tres muestreos se realizaron en febrero, junio y octubre del 2015. En cada
una se tomaron 30 muestras de suelo repartidas en raices de plantas de cafia, arboles de limén
y pastos, con un mismo numero de muestras de hoja recolectadas de las mismas plantas cuyas

raices fueron muestreadas.

Aislamiento de Metarhizium spp: Para el aislamiento de hongos de muestras de suelo, se
utilizé el método de Zimmerman (1986) y el método de dilucion y extensién en placas con
medio selectivo (Fernandez et al., 2010). Para el aislamiento de hongos de hojas se utiliz6
solo el método de medio selectivo. Para esto, trozos de tejido de 1.5 x 1.5 cm fueron
colocados en matraces de 250 mL volumen conteniendo 90 mL de Tween 80 al 0.03% estéril
y agitados a 200 rpm por 3 minutos. De la suspension resultante, se tomaron 100 pL y estos
fueron extendidos en 3 placas con medio CTC y 1 de DOD e incubados a 25 °C+ 2°C. La
identificacion de las colonias de Metarhizium a género fue realizada de acuerdo a Humbert
(1997). De cada aislamiento, se produjo un cultivo monosporico el cual se preservé a -80 °C
en glicerol al 10%.Unicamente cultivos monospéricos fueron utilizados en los estudios

posteriores de taxonomia molecular y diversidad genética.

Extraccion de ADN: La extraccion de ADN se realiz6 de acuerdo Rehner S. A.
(Comunicacion personal). Para esto se utilizé micelio fresco desarrollado sobre circulos de

papel filtro estéril, los cuales se colocaron sobre placas de ADS. EI micelio fue colocado en
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tubos tipo Eppendorf de 2 mL conteniendo buffer de lisis. EI ADN del micelio fue liberado
en el buffer con la ayuda de un homogenizador Fast Prep FP120, y precipitado por aumento
de temperatura y centrifugacion a 16,000 rmp por 5 min. El sobrenadante fue diluido en agua
destilada esteril en relacion 1:5 0 1:10, y almacenado a -20°C.

Taxonomia molecular: La regién intron del gen EF-1a proxima a la terminacion 5°de
cada muestra fue amplificada y secuenciada mediante los primer EF1T y EF2T (Rehner and
Buckley, 2005). Las condiciones de reaccion de PCR utilizadas fueron las mismas descritas
por Kepler y Rehener (2013) vy realizadas en un termociclador My Cycler Thermocycler™.
Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en el Systematic Mycology and
Microbiology Laboratory del USDA. Las secuencias obtenidas fueron editadas con el
programa BioEdit v7.0.9 Hall (1999), y analizadas mediante maxima parsimonia con el
programa Mega 5.1. Tamura et al. (2011). Las secuencias de aislamiento fueron analizadas
y comparadas con secuencias de la coleccion ARSEF, para su colocacion filogenética en

alguna de la especies reportadas para el género Metarhizium.

Diversidad genética: La diversidad genética se determinara mediante microsatélites. Esta
seccion aun no se realiza, pero se hard mediante la metodologia propuesta por Oulevey et al.
(2009). La diversidad de microsatélites detectada, asi como el tamafio de cada uno, presentes

en todos los aislamientos analizados seran realizadas en un secuenciador.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sesenta y cuatro aislamientos han sido encontrados hasta el momento, de los cuales 33
fueron obtenidos de suelo con medio selectivo y 27 con G. mellonella. Los 33 primeros se
derivan de 9 muestras de suelo obtenidas en el segundo y tercer muestreo, mientras que los
27 obtenidos con G. mellomella se derivan de 14 muestras de suelo obtenidas en los tres
primeros muestreos (Cuadro 1). Esto confirma los resultados obtenidos por (Hernandez-
Dominguez et al. en proceso de publicacion) que el método de G. mellonela es mucho maés
sensible que el de medio selectivo. Tres aislamientos de hoja de cafia fueron obtenidos en el
primer muestreo y un aislamiento en el tercer muestreo con el método de medio selectivo.

Los muestreos donde se obtuvieron aislamientos de hojas, coinciden con fechas de mayor
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humedad relativa en el ambiente. En el suelo del cultivo de cafia de azlcar es donde se
encontrd la mayor cantidad de aislamientos de Metarhizium seguido de limon y finalmente
pastos. Nuevamente, la mayor cantidad de aislamientos se obtuvo en los muestreos con

mayor humedad en el suelo.

El andlisis filogenético realizado con aislamientos del primer muestreo, indica la
prevalencia de M. anisopliae s.s. en suelos de cafia, limén y pastos. Mientras que M.
pingshaensis se asocio a hoja de cafia. Estos resultados son aun preliminares, ya que faltan

los resultados de los otros tres muestreos para tener conclusiones mas confiables.

Cuadro 1. Resultados del muestreo de suelo y hoja en cuatro muestreos.

Aislamientos de suelo Aislamientos de hoja
Medios selectivos Galleria mellonella
Muestreo Muestras Aislamientos Muestras Aislamientos Muestras Aislamientos
1 0 0 4 12 1 3
2 3 17 7 12 0 0
3 6 16 3 3 1 1
4 * * * * * *
Total 33 27 4

*Datos pendientes de obtener
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EVALUACION DE VASOS PARA BIOENSAYO CON LARVAS DE Aedes

aegypti (Diptera: Culicidae) CON DOS INSECTICIDAS
Nelson E. Lopez Zeron?, J. C. Rodriguez Maciel?, Angel Lagunes Tejeda?, Adriana E.

Flores Suarez®, Gonzalo Silva Aguayo*, Mateo Vargas Hernandez®.

INTRODUCCION

El mosquito Aedes aegypti es el vector méas eficiente de fiebre por dengue, fiebre
hemorragico por dengue y virus de chikungunya; en el caso de las primeras dos enfermedades
de acuerdo a la Secretaria de Salud, los casos confirmados y sospechosos han disminuido en
México (Flores et al. 2006); sin embargo en relacion al Chikungunya los casos han
aumentado, por esta razon se considera al mosquito y a las enfermedades que transmite como
un problema de salud publica, en el que se gastan grandes cantidades de recursos econémicos
y humanos, ya que se monitorea y se informa semanalmente sobre su epidemiologia a través

del Sistema Especial de Vigilancia Epidemioldgica de Dengue (Garza-Robledo et al., 2011).

Debido a los numerosos casos de resistencia de esta especie, que se han presentado en
México, a los diferentes insecticidas utilizados en larvas y adultos, constantemente se siguen
realizando estudios para monitorear el estado de la resistencia, dichos estudios se realizan de
acuerdo a los disefios de bioensayo dictados por la Organizacién Mundial de la Salud (Chino-
Cantor et al., 2014). En el caso de los bioensayos disefiados para larvas, los protocolos
indican que se deben realizar en larvas de curto instar temprano o tercer instar tardio,
agregando un numero de veinte larvas con 100 mL de agua en un vaso, el insecticida se diluye
en un mL de agua y se agrega (WHO, 2005). La Organizacion Mundial de la Salud (WHO,
2005), indica que pueden usar vasos desechables, tazones o vasos de vidrio, de 120 mL o de
mayor capacidad, y que el material no debe provocar contaminacion en el bioensayo; sin
embargo al usar vidrio los costos son mayores por lo que es necesario determinar qué tipo de

vasos no interfieren en el resultado del bioensayo (Darriet et al., 2005).

Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
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Este estudio tiene el objetivo de evaluar diferentes materiales de vasos, para determinar si
tiene algun efecto en los resultados de bioensayos realizados en la colonia New Orleans del
mosquito Aedes aegypti con dos insecticidas de diferente grupo toxicoldgico y formulacién,

spinosad y Bacillus thuringiensis var. israelensis.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en el laboratorio del area de toxicologia del Postgrado en
Fitosanidad, Especialidad de Entomologia y Acarologia, Campus Montecillo del Colegio de
Posgraduados, ubicado en el Km. 36.5 de la carretera México-Texcoco, Montecillo, Estado
de México. Se utilizo la colonia New Orleans proporcionada por la Universidad de Nuevo
Ledn; la cual es una colonia susceptible certificada.

Se utilizaron dos insecticidas de uso urbano: el primero es spinosad Natular EC
CLARKE® (Roselle, Illinois, USA), 20.6% en una formulacion de concentrado
emulsionable, 230 g i.a L*; el segundo fue Bacillus thuringiensis var. israelensis
VectoBac®WDG (Libertyville, IL, USA), 34.7% en una formulacién de granulos
hidrosolubles, 347 g kg, 3000 unidades toxicas internacionales (UTI mg™).

Los insectos se mantuvieron en la camara de cria del Area de Toxicologia del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. Las larvas permanecieron en charolas de 12 litros de
capacidad y alimentadas con croqueta para hdmster de laboratorio Rodent Lab Chow®5001
pulverizada y mezclada con levadura de cerveza en proporcion 3 a 1, en agua a razon de diez
gotas diarias; en una camara bioclimatica Thermo Scientific Modelo TFFU2065FWA, a
27°C de temperatura y con un fotoperiodo de 12:12. En el caso de los adultos en jaulas
entomoldgicas de tela de organza con un dimensién de 60x60x45 cm a 27°C+2 y HR de
75%:z=5 y el mismo fotoperiodo que las larvas; alimentados con solucion de agua con azucar
al 10%, asi como las hembras se alimentaron de la sangre de hamster dorado (Mesocricetus
auratu) que fue introducido e inmovilizado por lapsos de veinte minutos al dia.

Se utilizaron cinco tipos de vaso, el primero de cristal, que es un vaso de precipitado
graduado; el segundo de poliestireno expandido (EPS) conocido como unicel; el tercero de

poliestireno (PS), es el vaso desechable més utilizado; el cuarto de politereftalato de etileno
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(PET), es un vaso mas resistente que el anterior y cominmente se ofrece como alternativa a
uno de cristal y finalmente el de acero inoxidable.

Los bioensayos se realizaron con larvas, de acuerdo al procedimiento estandarizado de la
Organizacién Mundial de la Salud (2005); para lo cual se ocuparon larvas de cuarto instar
temprano, se colocaron 20 larvas en 100 mL de agua en un vaso; posteriormente se agrego
el insecticida en un mL de agua, se hicieron cinco replicas por dosis y por cada uno de los
tipos de vasos para los dos insecticidas (Hertlein et al. 2010; Rodriguez et al. 2001). La
ventana biologica se realizé con dosis de 0.01% y disminuyendo logaritmicamente hasta 12
dosis, con el objetivo de encontrar los porcentajes de mortalidad de 0 a 100%, posteriormente
se eligieron nueve dosis intermedias. La mortalidad se determin0 a las 24 horas, se calculo
la Concentracion Letal (CL)so y la CLgs (Hertlein et al. 2010). En el caso de los vasos de
poliestireno, poliestireno expandido y politereftalato de etileno, Unicamente se utilizaron una
vez, posteriormente fueron desechados; en el caso de vidrio y acero inoxidable, éstos se
lavaban para ser usados nuevamente.

Los datos obtenidos fueron analizados mediante el procedimiento PROC PROBIT
(Anélisis Probit) mediante el programa SAS system para Windows ver 9.0 y los resultados
se llevaron a partes por millén (ppm) o mg It de CLsoy CLos y sus limites fiduciales, de los
tres insecticidas; asi mismo la mortalidad en los tratamientos se corrigié con la ecuacion de
Abbott (Abbott ,1925).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que para el caso del insecticida spinosad las CLsg en
todos los tipos de vasos son similares, estas valores son parecidos a los documentados por
(Romi et al., 2006), quienes probaron este insecticida en una colonia susceptible de
laboratorio. Si se comparan las pendientes obtenidas en cada bioensayo, podemos observar
que sus LC%095 se traslapan en todos los tipos de vasos; sin embargo comparando las CLsp
éstas tambien son similares, sobre todo en el caso de los materiales desechables, pero esto no
ocurre en el caso del cristal y acero inoxidable, ya que sus CLsg no se traslapan con los otros
materiales (Cuadro 1). Estos resultados también se observan de la misma manera con el
insecticida Bacillus thuringiensis var. israelensis, en la que las CLsg con sus LC%?95 con los

vasos de cristal y Al tampoco se traslapan con las obtenidas en los otros materiales.
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Cuadlro 1. Toxicidad en mg L de insecticidas en larvas de Aedes aegypti colonia New Orleans, con bioensayos en cinco tipos de vaso.

Insetticida Vaso N b LC95% %h+EE "CL50 LC%95 RRso CL95 LC95% RRgs IPr> o2
Spirjosad pS? 700 1.62 0.10 0.032 1 0.33 1 0.14
(1.42-1.82) (0.027-0.037) (0.24-0.48)
EPSP 800 2.19 0.19 0.033 1.03 0.18 0. 0.07
(1.80-2.58) (0.025-0.044) (0.12-0.36) 54
PET® 700 1.98 0.12 0.034 1.06 0.23 0. 0.23
(1.74-2.22) (0.029-0.039) (0.17-0.31) 69
Cristal 800 1.99 0.18 0.011 0.34 0.074 0. 0.046
(1.63-2.34) (0.0087-0.014) (0.047-0.14) 22
Al 900 1.33 0.18 0.0064 0.2 0.10 0. 0.67
(0.67-1.69) (0.0043-0.0092) (0.058-0.30) 30
B. [thuringiensis var. PS 800 3.66 0.31 0.0088 1 0.024 1 0.31
israelengis (3.04-4.28) (0.0080-0.0097) (0.020-0.031)
EPS 600 4.37 0.90 0.0089 1.011 0.021 0. 0.0001
(2.59-6.15) (0.007-0.012) (0.014-0.086) 87
PET 800 2.59 0.33 0.0094 1.068 0.040 1. 0.0024
(1.94-3.25) (0.0076-0.012) (0.026-0.088) 66
Cristal 800 3.09 0.20 0.0099 1.12 0.033 1. 0.32
(2.69-3.49) (0.0091-0.010) (0.029-0.040) 37
Al 800 3.24 0.32 0.011 1.25 0.037 1. 0.57
(2.59-3.88) (0.010-0.013) (0.029-0.052) 54
3pS: Poliestireno; PEPS: Poliestireno expandido; °PET: Politereftalato de etileno; YAl: Acero inoxidable; ®N: nimero de eventos; 'b: pendiente con Ijmites de
confianza al 95%; 9b+EE: Error estandar de la pendiente; "CL: concentracion letal; 'RR: Respuesta relativa, CL entre la CL con el vaso de poliestirenp; /Pr>y%:

Probabiljdad de Ji-cuadrada.

—
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Se puede observar que el material con el que esta hecho el vaso, tiene un efecto en el
bioensayo, por ejemplo en los materiales que son desechables tiene en comdn que son
derivados del petroleo, las CL obtenidas con éstos son muy similares, no asi los vasos de
materiales que son muy diferentes. Cabe mencionar que también el agua tiene que ver en los
resultados, por ejemplo (Darriet et al., 2005), compararon todos los estudios que se han
realizado con spinosad en diferentes especies de mosquito, y se observan que las CL son
variables dependiendo el tipo de agua que se utiliza, ya que puede ser destilada, desionizada
o filtrada.

Sin embargo antes de elegir un vaso a utilizar también se debe tomar en cuenta que tanto
el cristal como el Al, implican que deben ser lavados, y si no se realiza esto adecuadamente,

puede causar un efecto de contaminacion en el bioensayo.
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REPELENCIA DE ADULTOS DE MOSCA BLANCA Trialeurodes
vaporariorum (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE) CON EXTRACTOS
CRUDOS Y ACEITE ESENCIAL DE CLAVO Syzygium aromaticun

(MYRTACEAE) EN LABORATORIO
Eduardo Aguilar Astudillo?, Cesareo Rodriguez Hernandez?, Hiram Bravo Mojical, R.

Marcos Soto Hernandez?, Néstor Bautista Martinez!, Francisco Guevara Hernandez®

INTRODUCCION

El uso indiscriminado de plaguicidas organosintéticos ha favorecido el desarrollo de
poblaciones de insectos resistentes, impacto ambiental, en enemigos naturales de las plagas,
ademas de afectar la salud humana (Mareggiani, 2001; Gregor et al., 2008). Esta
problemaética, ain mas compleja, ha impulsado la busqueda de alternativas de manejo de
plagas y una de ella es la utilizacion de extractos vegetales. Esto permite manejar las plagas,
proteger los cultivos y obtener mayor rendimiento y calidad en la produccion sin poner en
riesgo la salud del hombre y su entorno (Rodriguez, 2004). En este sentido, el clavo
aromatico Syzygium aromaticum (Myrtaceae) presenta compuestos secundarios (acetato de
eugenol, B-cariofileno y eugenol entre otros) con actividad bioldgica antibacteriana,
antifungica, antivirica e insecticida (Guan et al., 2007). El efecto insecticida se reporta contra
piojos (Yang et al., 2004) y mosquitos (Trongtokit et al., 2005), ademas de un efecto
fumigante (Park y Shin, 2005). Sin embargo, son pocos los trabajos sobre el uso de extractos
crudos de clavo (Vazquez, 2002); bajo esta expectativa se planted cuantificar la repelencia
de cuatro extractos y el aceite esencial de S. aromaticum, a diferentes concentraciones y en
diversos tiempos, en hojas de tomate infestadas con adultos de moca blanca Trialeurodes
vaporariorum (Hemiptera: Aleyrodidae), uno de los insectos plaga de mayor importancia

econOmica en los agroecosistemas.
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MATERIALES Y METODO

En el otofio de 2013, se llevo a cabo la extraccion de aceite esencial y la elaboracion
de extractos crudos diclorometandlico, etanolico, hexanico y metanolico de clavo en el
laboratorio de Fitoquimica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Montecillo,
Texcoco, Edo. de México. En el afio 2014 y principios del 2015 se realizaron los bioensayos
para determinar el efecto del aceite esencial y extractos crudos sobre T. vaporariorum, en el
laboratorio de Entomologia de la Facultad de Ciencias Agrondmicas Campus V. Para esto
se utilizaron adultos de mosca blanca de 2d de edad expuestos a siete concentraciones de 1.0
a 0.000001% de aceite esencial y de los extractos crudos, en comparacién con los testigos
Tween y absoluto (agua), utilizando la metodologia de Ortega y Schuster (2000) con
modificaciones; para ello, se utilizaron vasos de pléstico transparente de 1 L cubiertos con
tela de organza en la parte superior y en el interior un frasco gotero de 10 mL con agua
destilada donde se colocd una hoja de tomate previamente tratada por 5 seg con la
concentracion de aceite o extracto crudo. Enseguida se introdujeron por un orificio y con un
aspirador manual 20 adultos de mosca blanca sin sexar y en ayuno de 1 h. Se replicaron
cuatro veces por tratamiento en un disefio completamente al azar en condiciones de
laboratorio y los datos se obtuvieron cada media hora por 3 h consecutivas, luego a las 12,
24, 48 y 72 h. La toma de datos se inicio cuando la poblacion de adultos alcanzé un
comportamiento normal dentro de la unidad experimental; es decir, cuando se encontraron
mas del 88% de moscas blancas posadas en el testigo absoluto, lo cual ocurri6 a las 3 h de
iniciado el experimento. Luego se contaron los adultos posados a diferentes tiempos y a los
no posados se les considerd como repelidos, considerando al testigo absoluto como 100% de
poblacion posada. Debido a que los datos no cumplieron los supuestos de normalidad y
homogeneidad, se realizd la prueba de Kruskal Wallis, y el andlisis de los promedios de
rangos con un nivel de significancia de a= 0.05, utilizando el programa estadistico InfoStat
version 2013 (Di Rienzo et al., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

La concentracion del 1.0% tuvo el mayor efecto de repelencia, sin llegar a la

repelencia total, registrandose valores de repelencia de 91.93, 86.14, 90.0 y 91.14% en los
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extractos crudos diclorometandlico, etandlico y hexanico, y aceite esencial respectivamente
(Cuadro 1). Con el extracto crudo metandlico la repelencia fue menor de 66.02% y en los
testigos con agua y Tween 80% la repelencia fue de 6.59 y 7.73% respectivamente. Los
cuatro extractos crudos y el aceite esencial repelen a méas del 64% de los adultos en las 72 h
que durd el experimento a la concentracion de 0.000001%. Esto indica que aun en
concentraciones menores es significativa esta eficiencia, lo cual resulta econémico para ser

considerado en el manejo integrado biorracional de esta plaga.

En el extracto crudo metanolico no hay diferencia significativa entre las
concentraciones lo que indica que la concentracion de 0.000001% puede repeler de 55 a
66.02%, y que concentraciones mayores a ésta, hasta 1%, no incrementan sustancialmente la
efectividad. En los demés tratamientos la concentracion alta, al 1%, ocasiond la maxima
repelencia significativa, pero al comparar el rango de repelencia, que parece similar, en las
siete concentraciones se observa que el extracto crudo etandlico y el aceite esencial tienen la
menor efectividad con 48.64-86.14 y 65.8-91.14% a diferencia de los extractos crudos
diclorometandlico y hexanico que provocan mejor repelencia con 78.75-91.93 y 70.23-90%.
Estos resultados demuestran que no hay diferencia en la efectividad para causar repelencia
en adultos de mosca blanca entre los extractos crudos y aceite esencial de clavo; no obstante,
el extracto crudo etandlico y el aceite esencial estan permitidos en la normas de agricultura
organica, debido a que los demaés extraen compuestos menos polares y mas persistentes en el

ambiente.

Cuadro 1. Repelencia (%0), con sus rangos y significancia, de adultos de mosca blanca T. vaporariorum
con la aplicacién de extractos crudos y aceite esencial de clavo Z. aromaticum.

Tratamiento (%) Aceite esencial Diclorometanoélico Etandlico Hexanico Metandlico
1.0 91.14 (310.91) E 91.93 (307.73) E 86.14 (328.19) D 90.00 (309.31) E  65.45 (260.92) B
0.1 80.45 (235.98) CD  88.98 (288.55) DE  67.05 (251.53) C  81.14 (241.64) BCD  57.95 (229.52) B
0.01 80.91 (242.27)CD  84.66 (253.68) CD  61.48 (225.18) BC  86.82 (285.18) DE  63.98 (253.57) B
0.001 74.89 (213.01) BC  79.55 (212.80) BC  48.64 (177.43)B  80.68 (247.55) CD  55.00 (213.50) B
0.0001 85.00 (277.05) DE ~ 79.32 (210.86) BC 68.30 (254.57) C 75.34 (203.18) BC  66.02 (260.25) B
0.00001 65.80 (173.65) B 81.93 (222.30) BC  59.43 (212.98) BC 70.23 (193.88) B 56.02 217.76) B
0.000001 81.02 (243.77) CD 78.75 (201.59) B 64.89 (237.32) C 75.00 (210.78) BC  65.57 (258.98) B
Agua 6.70 (42.10) A 3.86 (38.64) A 7.39 (50.48) A 6.59 (48.42) A 6.59 (42.86) A
Tween 80% 7.95 (47.76) A 5.45 (50.36) A 6.48 (48.82) A 6.48 (46.57) A 7.73 (49.14) A

Los promedios con la misma literal estadisticamente son iguales.
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Los resultados obtenidos con las concentraciones de extracto crudo y aceite esencial de
clavo utilizados en el presente trabajo, son muy parecidos a las aplicaciones de aceite esencial
de hojas de clavo a la concentracion de 0.0023 uL mL™ de aire alcanz6 90% de mortalidad;
ala concentracion de 0.00093 uL mL™ de aire de aceite esencial de botones florales se obtuvo
32% y con aceite de hoja logro 58% de mortalidad de adultos, a la concentracion de 0.00047
uL mL* aire de aceite esencial de hojas logro 17% de mortalidad de adultos de mosca blanca
las 24 h (Won-1l et al. 2003).

Phasomkusolsil y Soonwera (2011), indican que la EDso < 0.045 mg/cm? causa alta
repelencia contra A. aegypti, y con una EDsp < 0.003 mg L causa repelencia a C.
quinquefasciatus, ademas mencionan que el porcentaje de repelencia incrementa cuando
incrementa la concentracion del aceite esencial. La aplicacion de aceite esencial de clavo
sobre ninfas de primer y cuarto instar y adultos de la cucaracha americana se obtuvo para
ninfas una LCso a las 24 h de 0.0001 y 0.0077 pL/cm? y para adultos la LCso a las 24 h fue
de 1.5375 pL/cm? (Sharawi et al. 2013). Fayemiwo et al. (2014) encontraron una LCso de
92.56 mg L™ de aceite esencial de clavo para Aedes aegypti y de 124.42 mg L* para Culex

quinguefasciatus en 24 h de exposicion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo no coinciden con Viteri et al. (2014)
quienes encontraron que las concentraciones de 13.5, 43.6 y 141.10 pL kg no causaron
efecto repelente sobre adultos del gorgojo del frijol Achantoscelides obtectus, pero
mencionan que se redujo la pérdida de peso del frijol a consecuencia del aceite esencial, lo
que significa mayor costo fisioldgico para el gorgojo. Mondal y Khalequzzaman (2006)
reportaron que la aplicacion de aceite esencial de clavo en adultos de T. castaneum tiene
efecto fumigante y calcularon una LD50 de 0.120 mg/cm?, y para las larvas de 10, 14 y 18
dias la LD50 fueron de 0.214, 0.163 y 0.131 mg/cm? respectivamente. Kafle y Shih (2013)
consideran que el aceite esencial de clavo no tiene efecto repelente en las hormigas rojas
Solenopsis invicta porque no incrementa la repelencia al incrementar los rangos de

aplicacion.
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REPELENCIA DE EXTRACTOS VEGETALES CRUDOS A NINFAS DE
Meccus pallidipennis (HEMIPTERA: REDUVIIDAE) EN PRUEBAS DE

CONFINAMIENTO EN LABORATORIO
Javiera Estefany Barrientos Gutiérrezl, José Lino Zumaquero Rios2, Ceséareo

Rodriguez Hernandez 1 Jesus Romero Népolesl, Jesus Fco. Lopez Olguin3, Arturo

Huerta de la Pefa4.

INTRODUCCION

La chinche besucona Meccus pallidipennis es uno de los insectos vectores
involucrados en la transmision del parasito Trypanosoma cruzi (Trypanosomatidae)
responsable de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana, en poblaciones
humanas en México (Martinez-lbarra y Novelo-L6pez, 2004). Se estima que en México
pueden existir 1,768 376 personas infectadas con dicho parésito, y que esta cifra aumenta
aproximadamente en 69 000 infectados por afio, siendo transmitido en mas de un 90% de los
casos por insectos. La mayor parte de la poblacién infectada se ubica en areas rurales o en
zonas periféricas a las ciudades (Ramsey et al., 2003). En México se ha ubicado a M.
pallidipennis, en los estados de Colima, Estado de México, Guanajuato, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Veracruz y Zacatecas (Zarate y
Zarate, 1985; Galvao et al., 2003). Se ha identificado a M. pallidipennis generalmente como
un vector peridomiciliario (Salazar-Schettino et al., 2010), aunque existen reportes de la
presencia de estos insectos dentro de los domicilios.

El control habitual de estos reduvidos es con piretroides; sin embargo, ciertas
poblaciones han demostrado niveles significativos de resistencia (Coelho et al., 2006), por
esto es necesario buscar alternativas para el manejo de dichos organismos. Las evaluaciones
con productos de origen vegetal, aunque limitadas, han mostrado resultados satisfactorios

contra triatominos.

IFitosanidad- Entomologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

2Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Facultad de Biologia, Laboratorio de Parasitos y Vectores.

3 Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Instituto de Ciencias (ICUAP).

4 Colegio de Postgraduados, Campus Puebla.
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Entre las especies vegetales evaluadas como potenciales repelentes se incluye al arbol
de guandbana Annona muricata (Annonaceae), mamey Mammea americana
(Calophyllaceae) (Parra-Henao et al., 2007), arbol del paraiso Melia azedarach (Parra-Henao
et al., 2007; Valladares et al., 1999) y piral Schinus molle (Anacardiaceae) (Ferrero et al.,
2006).

El objetivo de este trabajo fue seleccionar dentro de las especies vegetales epazote de
monte Chenopodium graveolens (Amaranthaceae), marrubio Marrubium vulgare
(Lamiaceae), zoapatle Montanoa tomentosa (Asteraceae) y pira S. molle (Anacardiaceae),

una que genere actividad repelente > 70%, en ninfas de primer instar de M. pallidipennis.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de extractos. La colecta del material vegetal se realiz6 en el Valle de
Tepeaca, Puebla. Algunos ejemplares se depositaron en el Herbario del Colegio de
Postgraduados, Montecillo mientras que otros se destinaron para las extracciones en el
Instituto de ciencias ICUAP, Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla (BUAP). Los
extraccion se obtuvieron macerando a temperatura ambiente el material vegetal previamente
seco y triturado en sombra; se emplearon 130 g de la planta por 1 L de solvente (etanol 99.5°,
Golden Bell®), la maceracion se llevd a cabo en un vaso de precipitado, por 48 h
posteriormente se filtrd y se concentrd en rotavapor (SEV®, modelo A402-2 Analdgico) a
240 rpm, manteniendo una presion y temperatura reducida (<40°C). Una vez concentrados,
se conservaron en frascos ambar rotulados.

Repelencia en ninfas. Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de sitos y
vectores de la Facultad de Biologia de la BUAP. Las evaluaciones se basaron en la
metodologia de Arias y Schmeda- Hirschmann (1988), modificando el contenedor y
tipo/namero de refugios empleados. La unidad experimental fue un recipiente rectangular
oscuro (30 x 12 x 15 cm), con tapa, dentro del cual se colocaron dos refugios separados, uno
de los cuales se coloco impregnado con cada uno de los productos a diferentes
concentraciones (100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 y 0.00001%) y empleando 500 uL por
tratamiento y otro blanco impregnado con el solvente cada una con 5 refieticiones. Los
refugios se dejaron secar a temperatura ambiente, y posteriormente se coloco en este sistema,

un grupo de 10 ninfas de primer instar por cada repeticion. Se cuantificaron los individuos
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que ingresaron en los refugios tratados con el extracto a cada concentracion en diferentes
tiempos (35 min, 2 y 24 h). La primera observacion, de 35 min se establecio asi considerando
el tiempo promedio en que un grupo de 10 chinches tarda en refugiarse dentro del sistema de
evaluacion (caja y refugios). En todos los bioensayos las ninfas se seleccionaron de la misma
edad (con méas de 24 h de emergencia). Asi mismo, se tomo la propuesta de Werdin et al.
(2008), para determinar la repelencia: PR=NB/NT  Dénde: PR= Proporcion de repelencia, NB=
NUmero de organismos en el blanco y NT= Numero total de organismos en el sistema.

Cada proporcion de repelencia (PR), se trasladd a porcentaje, los resultados se sometieron
a anélisis en el programa estadistico Statgraphics Centurion (Statpoint Technologies, 2005),
se realiz6 un ANOVA para determinar diferencias significativas entre los grupos, previa
verificacion de la varianza y normalidad. Finalmente, se realiz6 una prueba LSD para

establecer los rangos de las medias.

RESULTADOS Y DISCUSION
Existieron diferencias significativas entre los extractos a los tres tiempos evaluados. Los
extractos de S. molle sobresalieron en los valores de repelencia, principalmente en las
concentraciones de 100 y 10, llegando la primera concentracion a tener un efecto superior al
90% de repelencia en las tres observaciones realizadas, esto es 94, 96 y 92% a los 35 min, 2
y 24 h, respectivamente; mientras que la concentracion del 10% obtuvo efectos del 84, 86 y

82% de repelencia a las chinches, a los tiempos previamente sefialados.
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El efecto repelente de estos extractos se ha reportado previamente sobre algunos insectos,
en Blatella germanica (Blattodea: Blattidae) se produjo un efecto repelente significativo y
mortalidad utilizando extractos etilicos y de éter de petréleo, asi como hojas y frutos de S.
molle (Ferrero et al., 2007). En Blatta orientalis, se identifico actividad repelente importante
por el extracto hexanico de hojas del pirul (Deveci et al., 2010). Especificamente en
reduvidos se encuentran las investigaciones realizadas en Triatoma infestans, evaluando
extractos hexanicos de las hojas y frutos de S. molle, que tuvieron un efecto repelente e
insecticida en ninfas del primer instar y huevos de este insecto (Ferrero et al., 2006).
Igualmente en el presente estudio se obtuvieron resultados significativos (<70%) en
repelencia a ninfas de primer instar de M. pallidipennis al aplicar el extracto de hojas en los

refugios.
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El epazote de monte C. graveolens mostro un efecto repelente de mas del 70%; a la
concentracion del 100 y 10%, a los 35 minutos obtuvo 78% y 72% de repelencia,
respectivamente. A 2 horas, también se presento repelencia significativa, de mas del 70% a
las concentraciones del 10 y 100%. A las 24 h Unicamente se presentd una repelencia del
70% en su concentracion del 100%. En general, existen reportes del efecto del epazote comun
C. ambrosoides, mientras que la especie empleada en este estudio ha sido poco estudiada en
el manejo de insectos, conociéndose su empleo tradicional en el estado de Hidalgo, en donde
se amarra en los postes de los graneros para repeler hormigas (Villavicencio-Nieto, 2010).

Los menores porcentajes en repelencia los generaron los extractos de zoapatle M.
tomentosa y marrubio M. vulgare; ambos tuvieron una repelencia menor a 70% en los
diferentes tiempos y concentraciones consideradas. So6lo la concentracion 100% a 35 min del
zoapatle M. tomentosa obtuvo una repelencia del 66%. M. tomentosa se ha evaluado en
gusano cogollero Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), obteniendo actividad
insecticida contra larvas (Rodriguez et al., 1982). El marrubio se ha probado en el mosquito
Culex pipiens (Diptera: Culicidae), hallando capacidad ovicida del aceite esencial, por ello
se le ha sefialado como promisorio para el control de este diptero (Salama et al., 2012).. La
mejor repelencia del marrubio M. vulgare se obtuvo a las 2 h, la cual fue del 66% a la mayor
concentracion evaluada. Debido a la importancia de M. pallidipennis como vector de la
tripanosomiasis, las investigaciones relacionadas con su manejo y alternativas para el mismo,
son relevantes, puesto que dicho insecto, constituye un problema de salud. Al menos dos de
las especies seleccionadas para este trabajo mostraron actividad repelente a mas del 70%, en

sus extractos etanélicos crudos.
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DISMINUCION DE LA POBLACION DEL PICUDO Anthonomus eugenii
Cano Y PROTECCION DE FRUTOS DE Capsicum annuum L. CON

HOMEOPATIA
Sabino H. Martinez Tomas'?*, Cesareo Rodriguez-Hernandez?, Gustavo

Ramirez-Valverde?, Jesiis Romero-Napoles?, Felipe de J. Ruiz-Espinoza?, Rafael Perez-

Pacheco?.

INTRODUCCION

El adulto de Anthonomus eugenii causa dafo a los frutos de chile Capsicum annuum, por
lo que es importante la implementacion de alternativas biorracionales para combatir este
insecto, entre de ellas se encuentra la homeopatia. La aplicacion de dinamizaciones de plagas
podrian inferir en los mecanismos de resistencia inherentes de la planta, haciendo posible
que esta active los mecanismos que le confieren mayor resistencia al ataque de las mismas
(Narvéez-Martinez et al., 2014). Por lo que en la presente investigacion se evalud el efecto
de 5 dinamizaciones homeopaticas (6, 10, 50, 100 y 200CH) de productos homeopaticos
elaborados a partir de A. eugenii, con dos métodos de preparacion de homeopaéticos; Tintura
madre (@) y Trituracion (T), y cuatro testigos (agua, agua sucusionada, insecticida Actara y
testigo sin aplicacion), utilizando dos poblaciones del picudo (provenientes de campo e
invernadero), para determinar el efecto en la disminucion de la poblacién de A. eugenii y en

la proteccion de frutos de chile de agua ante esta plaga en condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODO
Esta investigacion se realizd de enero 2014 a diciembre 2015 en tres invernaderos tipo
microttnel en el municipio de Zimatlan de Alvarez, Oaxaca de Juarez, México. Elaboracion
de productos homeopéticos. Las 10 dinamizaciones las elabord el Dr. Felipe de Jesus Ruiz
Espinoza de la UACH, utilizando cinco (6, 10, 50, 100 y 200CH) con él método de Tintura
madre (Comunicacion personal) y cinco (6, 10, 50, 100 y 200CH) con el método de
Trituracion (Martinez et al., 2014).
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Elaboracion de productos homeopaticos. Las 10 dinamizaciones las elabor6 el Dr.
Felipe de Jesus Ruiz Espinoza de la UACH, utilizando cinco (6, 10, 50, 100 y 200CH) con
él método de Tintura madre (Comunicacién personal) y cinco (6, 10, 50, 100 y 200CH) con
el método de Trituracion (Martinez et al., 2014). Con tintura madre, se elaboran las mismas
diez dinamizaciones, pero ahora cinco con poblacion de picudo de campo y cinco de
invernadero, para ello se colectaron 35 picudos adultos, ocho larvas, cuatro pupas, huevos en
botones florales y 14.04 g de frutos y hojas dafiadas, y de este material se utilizaron 0.05 g
para elaborar homeopaéticos.

Experimentos. Los experimentos se realizaron en microtineles independientes, el
primero para evaluar los dos métodos de elaboracion del homeopatico (Tinturay Trituracion)
y el segundo para evaluar las dos poblaciones de picudos (campo e invernadero); en cada uno
se sembraron plantas de chile de agua en dos camas de 0.80 m de largo por 40 m de largo
dentro del tunel, dejando un pasillo de 0.50 m de ancho, sembrando en cada cama 2 hileras
de plantas de chile. En el primer microtinel, se sembraron 111 plantas por hilera, de ellas 3
plantas como testigo sin aplicacion entre los tratamientos y 15 plantas al final de cada hilera
para un total de 444 plantas y en el segundo 70 plantas por hilera, dando un total de 280
plantas. Cada hilera se consideré como un bloque, donde se aplicaron 14 tratamientos; 10
dinamizaciones de picudo; cinco (6, 10, 50, 100 y 200CH) con él método de Tintura y cinco
(6, 10, 50, 100 y 200CH) con el método de Trituracion y cuatro testigos (testigo sin
aplicacion, agua, agua sucusionada e insecticida Actara 25WG (Thiametoxan). Para el
segundo como testigo sin aplicacidn no se intercalaron plantas y se incluy6é como tratamiento.
La unidad experimental fue una planta de chile y se utilizaron cinco plantas (repeticiones)
por tratamiento. Se adicionaron 0.03 mL del preparado homeopatico en 1 L de agua de pozo
(primer microtunel) y agua embotella e-pura (segundo microtunel), en un envase plastico de
1.5 L1, se sucusiond por 2 min y el liquido se asperjé a las plantas con un aspersor manual
de 1 L, hasta que el liquido escurriera en las hojas, repitiendo cada 8 d desde el trasplante
hasta la cosecha. Dentro del microtinel, cuando las plantas de chile presentaron flores y
botones, en el primero se realizaron dos liberaciones de picudos adultos (50 y 80) a lo largo
del tanel durante el ciclo del cultivo y en el segundo, 23 adultos (8 machos y 15 hembras) a
lo largo del tanel, por 12 d. Cuando los frutos de chile llegaron a la madurez comercial, se

cosecharon y se les realizo un corte circular en la parte basal de éstos con un cuter y con el
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auxilio de pinzas entomoldgicas se cuantificaron larvas, pupas y adultos de A. eugenii para

obtener el nimero total de picudos por fruto y por planta, y el porcentaje de frutos sin picudo.

Analisis estadistico. Los experimentos se establecieron bajo un disefio experimental de
bloques al azar, donde a los datos se le realizaron las pruebas de los supuestos (prueba de
normalidad de los errores con la prueba Shapiro-Wilks y de homogeneidad de varianzas con
la prueba de Levenne), cuando éstas se cumplieron se procedid a realizar el analisis de
varianza y la comparacion de promedios de Tukey o Fisher (p<0.05); y cuando alguno de los
supuestos no se cumplio, se realizo el andlisis no paramétrico con la prueba de Friedman y
las comparaciones multiples de rangos para esta misma prueba. Para comparacion de datos
de dos métodos y de dos poblaciones de picudo, se analizaron mediante una prueba t de
Student suponiendo varianzas desiguales (p>0.05). Para tales anélisis de datos, se utilizo el

programa InfoStat version 2014, (Balzarini et al., 2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Comparacion de métodos de elaboracion del homeopatico. Los tratamientos con
Insecticida, Agua, Picudo T 200CH y Picudo T 100CH mostraron significativamente los
menores promedios (0.96, 2.04, 3.84 y 4.11) de picudos por fruto, en comparacion a 5.77 de
agua sucusionada, lo cual denota mayor efecto del insecticida y que el efecto del agua de
pozo utilizada en los tratamientos, por muestreos realizados en pozos cercanos al rio Atoyac,
indican que las aguas subterraneas que se extraen en las proximidades del mismo presentaron
fracciones contaminantes arriba de los limites permisibles en aguas para consumo humano
(Navarro et al., 2002) y por insecticidas quimicos aplicados en ese terreno en los ultimos 30
afios, y que tiene efecto en la poblacién del picudo. En el numero de picudos por planta los
tratamientos Insecticida, Picudo T 200CH y Agua; disminuyeron significativamente al
mismo nivel las poblaciones de A. eugenii al obtener promedios de 0.07, 0.51 y 0.49,
respectivamente, en comparacion a 0.85 de agua sucusionada. En frutos sin picudo, al
finalizar el ciclo del cultivo de chile, los tratamientos Insecticida, Picudo T 200CH y Agua
protegieron significativamente a los frutos del ataque de A. eugenii, registrandose 92.53,
59.30 y 58.02% de frutos sin insectos, respectivamente, en comparacion con 28.26% de la

agua sucusionada. Con el tratamiento Picudo 200CH, aunque no se encontré significancia
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con los dos métodos, se obtuvieron los menores promedios con el de Trituracion en picudos
por frutos (@=4.29 y T=3.13) y en proteccion de frutos (8=59.97% y T=46.84%), en cambio
en picudos por planta se registro significancia en los promedios (8=4.29 y T=3.13), cabe
resaltar que lo importante es tener frutos limpios sin plaga. EI método de trituracion es mejor
que el de tintura, pues el preparado homeopatico elaborado mediante trituracion del picudo
a la 200CH disminuye significativamente la infestacion por fruto y por planta y ademas

protege la cosecha.

Comparacion de poblaciones de picudo. Después de la aplicacion de Insecticida y
Picudo de campo T 6CH a las plantas de C. annuum se registraron 0.00 y 0.10 insectos totales
de A. eugenii en frutos, siendo significativamente diferentes al testigo con agua, donde se
contabilizaron 0.58 insectos. En el tratamiento Picudo invernadero T 200CH; aunque no se
encontrd significancia, se not6 su efecto con el promedio de 0.08 picudos por fruto. En
picudos por planta, los tratamientos insecticida y Picudo campo T 6CH mostraron
significativamente los menores promedios con 0.00 y 0.03, en contraste con el testigo con
agua que tuvo en promedio 0.15 insectos por planta. Respecto a frutos sin picudo los
tratamientos significativos con mayor proteccion fueron insecticida, Picudo invernadero T
200CH, Picudo campo T 6CH, Agua agitada y Picudo campo T 100CH con promedios de
100, 100, 96.67, 95.56 y 94.23%, en comparacion al testigo con agua, donde se protegieron
84.15% de frutos. Con el tratamiento Picudo de campo 6CH, aunque no se mostré diferencia
significativa en las tres variables con las dos poblaciones de picudo, se obtuvieron los
menores promedios con el homeopatico preparado con la poblacion de insectos de campo en
picudos por frutos (invernadero=0.48 y campo T=0.16), en picudos por planta
(invernadero=0.12 y campo T=0.05) y lo mas importante, se registr6 mayor promedio en
proteccion de frutos (campo=95.83 e invernadero=90.78%). ElI mejor tratamiento para
disminuir la poblacién del picudo y proteger los frutos de chile es el homeopatico preparado
con poblacion de insectos de campo, triturado, a la 6CH, por ende la mejor poblacién para
elaborar productos homeopaticos contra picudo del chile es la obtenida de campo, no de
invernadero. Los preparados homeopaticos elaborados con el picudo del chile disminuyen
significativamente la poblacion de esta plaga y protegen también de manera significativa al
fruto de chile, cuando se elaboran con el método de trituracion, a diferencia del método de
dilucion o tintura, y con poblacion de campo, que cuando se efectan con poblacion de
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invernadero. Con el tratamiento Picudo campo 6CH se tuvo 20 y 17.24% de reduccion en
la poblacion de A. eugenii cuando se compararon los promedios de picudos por fruto y por
planta con el promedio del testigo agua, de igual manera con la dinamizacion 6CH del &fido
preparada con el método de trituracion y con poblacién de campo (huerta orgéanica). Se
registro el 14% de reduccion de la poblacion juvenil de Dysaphis plantagines Pass.
comparado con el testigo agua, en plantulas de manzana en laboratorio (Wyss et al., 2010).
Aunque todavia no se ha demostrado que la dinamizacion picudo campo T 6CH presenta
nanoparticulas del material original, Chikramane, et al., 2010, ha demostrado que en

dinamizaciones 30C y 200C de medicamentos se han encontrado tales nanoparticulas.
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INSECTOS ASOCIADQOS A
PINOS, FRUTALES Y
MAGUEY
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EL GENERO Pityophthorus SPP. (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE:

SCOLYTINAE) EN BOSQUES TEMPLADOS DE PINO EN JALISCO

Sara G. Diaz-Ramos !, Armando Equihua Martinez !, Thomas Atkinson H. 2, Jorge M. Valdez
Carrasco!, Antonio Rodriguez Rivas®, Obdulia L. Segura Leén?

INTRODUCCION

El género Pityophthorus tiene 385 especies y forma parte del gran grupo de los descortezadores. Su
mayor distribucién se encuentra en la region Neartica y Neotropical (Hulcr, et al., 2015). En México
hay 131 especies, de las que 26 estan en Jalisco, y de ellas 10 se asocian a pino (Bright, 1981, Wood
1982; Burgos-Solorio y Equihua, 2007). Estos descortezadores afectan ramitas de coniferas y
latifoliadas; se desarrollan bajo corteza y médulas (Brigth, 1981; Cibrian, et al., 1995). Los dafios
ocasionados por Pityophthorus son aislados, porque arriban en arboles débiles que fueron afectados
por incendios, nevadas, sequias o ataques por descortezadores primarios (Cibrian, et al., 1995,
Hernandez, y Nicolas, 2009). Para la identificacion de estas especies, Bright (1981) realiz6 una
separacion de 48 grupos para el género Pityophthorus y facilitar asi su identificacién. En México los
reportes taxonémicos de Pityophthorus son escasos. Por tal motivo el presenta trabajo plantea estudiar
morfolégicamente las especies en el estado de Jalisco y generar una clave dicotdmica para las especies

asociadas a Pino.
MATERIALES Y METODOS

Trabajo de campo. Se llevé acabo en el estado Jalisco, en 5 regiones con bosques templados de
pino. Se colectd en 10 municipios en 2014 y 2015; para la captura de los Pityophthorus se identificd
al hospedero y se colectaron ramitas de pino que presentaban amarillamiento y muerte, asi como
entradas del descortezador. EI material colectado fue llevado al laboratorio y depositado en cajas de

cria para esperar emergencia de adultos.
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Trabajo en laboratorio. Las especies fueron identificadas con las claves dicotdmicas de Bright
(1981) y Wood (1982). Las caracteristicas morfolégicas que se tomaron en cuenta fueron,
ornamentaciones del pronoto, frente y declive. Se realiz6 una clave taxonémica con imagenes de

referencia y mapas de distribucion de las especies identificadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del muestreo directo realizado en el estado de Jalisco, se identificaron 17 especies (Tabla. 1), de
las que destacan 9 como nuevos registros para el estado. De las especies reportadas por Bright (1981),
Wood (1982), Burgos-Solorio & Equihua (2007), no aparecieron dos especies; esto puede deberse a

condiciones climaticas, o a que el material vegetal colectado no era el hospedero.

Estas 19 especies asociadas a pinos representan a 13 grupos de los 48 mencionados por Bright
(1981). Se agregaron 4 especies para la clave dicotdmica, debido a la distribucién que presentan en

México.

Cuadro 1. Listado de las especies identificadas asociadas a pinos en Jalisco

Especies
Pityophthorus aztecus Bright

P. schwerdtfegeri (Schedl)
P. cacuminatus Blandfor
P. confusus LeConte
P.annectens LeConte

P. sapineus Bright

P. scabridus (Schedl)

P. cuspidatus Blackman

P.schwarzi Blackman

. obtusipennis Blandford

. occlusus Bright

. spadix Blackman

. impexus (Schedl)

. bassetti Blackman

. solatus Wood

. segnis subopacus Blackman
. cristatus Wood

U U UTUTTU UTTUTU
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PRESENCIA DE LOS ESTADOS DE DESARROLLO DE Conotrachelus crataegi
CON RESPECTO A LA FENOLOGIA DEL TEJOCOTE EN SAN ANDRES

CALPAN, PUEBLA.
Ana Lilia Chacén Aguayo?, Julio Sanchez Escudero?, Armando Equihua Martinez?, Arturo

Huerta de la Pefia?, Alejandro Pérez Panduro?, Carlos Castillejos Cruz®, Samuel Ramirez

Alarcén®.
INTRODUCCION

El género Conotrachelus Dejean 1835, incluye cerca de 1100 especies en el mundo, principalmente
en Estados Unidos y Canadd, considerandose el género mas diversos en las Américas. Los adultos
estan asociados con diversas plantas, en su mayoria lefiosas, algunos géneros estan asociados a
hojarasca y sus larvas se desarrollan en restos de vegetales que estan en suelo (Salas y Romero, 2012;
Anderson, 2002; Kissinger 1964). Sin embargo, la especie C. crataegi Walsh o “gorgojo del
membrillo”, es barrenador de la semilla del fruto de tejocote Crataegus mexicana Moc & Sesse. Este
insecto plaga afecta de manera importante al fruto de tejocote, dafiando por completo la pulpa,
dejandolo inservible para su comercializacion y consumo (Nufiez et al., 2012). En algunos casos se
reporta que el dafio puede oscilar entre 40 y 100%, debido a que provocan la caida prematura de los
frutos, y aquellos que quedan no presentan calidad comercial, esta situacion es comdn sin la aplicacion
oportuna de métodos de control (Huerta et al., 2015). EI municipio de San Andrés Calpan, Puebla, es
el principal productor nacional de Tejocote, que tiene importancia cultural en México en las
festividades decembrinas y de dia de muertos (Borys& Leszcyfiska-Borys, 1994). Pero también es de
importancia econdmica para la agroindustria, debido a que contiene altos niveles de pectina, materia
prima que se emplea en la elaboracién de productos procesados como jugos, mermeladas, jaleas, entre
otros (CESAVEP, 2013). El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de los diferentes

estados de desarrollo de C. crataegi a lo largo del desarrollo fenolégico de C. mexicana en campo.
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el municipio de San Andrés Calpan, ubicado en la parte centro-oeste
del Estado de Puebla -19° 06°36" N y 98° 23'54" O- (INAFED, 2010). Los muestreos se realizaron
quincenalmente durante el periodo de julio de 2013 a julio de 2015 en 12 huertos de tejocote del grupo

“Compaiiia Izta-Popo”.

Busqueda de larvas de C. crataegi. La deteccidn se realizo de julio de 2013 a julio de 2014, y
entre ambos periodos se revisaron 9900 frutos de tejocote. Los frutos se abrieron con ayuda de tijeras
manuales para detectar la presencia de larvas de C. crataegi. EI material biol6gico que se obtuvo se

hirvio durante 2 min para posteriormente conservarlo en alcohol al 70%.

Busqueda de pupas. Entre enero y abril de 2014 y 2015 se realizaron 14 muestreos en suelo para
detectar pupas de C. crataegi. Para ello se realizaron cuatro hoyos (20 cm de profundidad por 50 cm
de ancho) por arbol en cada huerto muestreado, correspondiendo a los cuatro puntos cardinales. El
suelo removido se cernié en un tamiz y asi se obtuvieron pupas, algunas larvas de Gltimo instar y los

primeros adultos.

Busqueda de adultos. Entre mayo vy julio de 2014 y 2015 se reviso follaje de C. mexicana. Al
inicio de cada muestreo se observaron ramas y frutos para detectar adultos de éstos curculionidos y
posteriormente se utiliz6 el método tradicional de muestreo para su captura (Gonzalez, 1991; Gonzalez
et al., 2002). Lo cual se basa en colocar una manta de tela debajo de la copa de un arbol y sacudirlo

para colectar adultos y fijarlos en alcohol al 70%.

Obtencion de huevos de C. crataegi. Debido a la dificultad para observar huevos ovipositados por
C. crataegi en campo, se confinaron 20 parejas de adultos en condiciones de laboratorio (24° C 2y
65 + 5% HR). Los huevos obtenidos se colocaron sobre una capa de algodon humedecido en cajas
Petri de plastico (4 cm de diametro y 1.5 cm de alto), los cuales se observaron para determinar su
tiempo de desarrollo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las primeras larvas se observaron en fruto en los meses de julio a diciembre de 2013 y de igual

manera durante julio a diciembre de 2014. Posteriormente continuaron sus registros en suelo hasta
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mediados de abril en 2014 y finales de abril en 2015. Originalmente estos muestreos estuvieron
dirigidos a la colecta de pupas presentes entres los meses de enero a marzo 2014 y de enero a finales
de abril de 2015; sin embargo, durante este tipo de muestreo fue posible colectar tres estados de
desarrollo de C. crataegi: larvas en su ultimo instar, pupas y los primeros adultos, que durante 2014

se encontraron durante la segunda semana de febrero y posteriormente la Gltima semana de marzo.

Al inicio del periodo de lluvias, los adultos se encontraron en follaje durante mayo a julio en 2014
y 2015, dejando en evidencia el dafio inicial causado a frutos por la oviposicion de las hembras. Estos
resultados coinciden con Nufiez y colaboradores (2012), quienes mencionan la emergencia de los
adultos durante la primera semana de mayo para que posteriormente las hembras perforen el fruto y
coloquen sus huevos. Los resultados observados en condiciones de laboratorio con huevos de C.
crataegi, mostraron una duracién de ese estado entre 5y 7 dias en el interior del fruto, coincidiendo
con lo reportado por Huerta y colaboradores (2015), que describen la duracion del estado de huevo

CcoOmMo muy corta con un rango de tres a cinco dias en el interior del fruto.

Los frutos de tejocote no siempre correspondieron en maduracién con respecto al desarrollo de la
larva de C. crataegi. Se observé durante la maduracion del fruto (septiembre a diciembre), que mucho
de este fruto presentaba el dafio causado por la larva del barrenador, pero ésta no se encontré en el
interior, lo que indica que la larva abandona el fruto antes de que éste alcance la maduracion, por lo
tanto la presencia de larvas en fruto y suelo se traslapan en esa época. Los estados que presentaron un
mayor traslape fueron larvas, pupas y adultos encontrados en suelo, la explicacion es que la larva una
vez que cae del fruto al suelo, pasa cerca de 5 meses en hibernacion en el suelo; sin embargo las pupas
y primeros adultos en suelo, son resultado del temprano abandono de frutos que ain no estaban

maduros en su totalidad.

Los resultados de esta investigacion sugieren que las diferentes etapas de desarrollo de C. crataegi
que se traslapan, se encuentran con mayor susceptibilidad para ser controladas en campo. El manejo
durante esta época en la que el arbol de C. mexicana se encuentra en reposo o en el inicio de brotacién
vegetativa y floracion, puede apoyarse en el control cultural, exponiendo al insecto a condiciones no
favorables como radiacion solar directa, cambios de temperatura, depredadores como aves, pequefios
mamiferos u otros insectos, asi como el control quimico, como un manejo preventivo con laaplicacion
en follaje de productos autorizados, una vez que los primeros adultos emergen del suelo, con la

finalidad de evitar su presencia en fruto y dafio provocado al iniciar la oviposicion.
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BARRENADORES DE LA SEMILLA DEL AGUACATE (Persea americana Mill.)
EN LA REGION ESTE DEL ESTADO DE HIDALGO
Areli Ortega-Licona'”, Armando Equihua-Martinez', Alvaro Castafieda-Vildézola?, Julio

Sanchez-Ecudero', Edith G. Estrada-Venegas'.

INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) pertenece a las plantas angiospermas mas antiguas (Galindo-
Tovar y Arzate-Fernandez, 1999); pertenece a la familia de las lauraceas, junto con la canela, el laurel,
y el alcanfor, dentro de las mas importantes; esto por su utilizacion culinaria y medicinal en el mundo
(Storey, et al., 1986). En México en cultivo se encuentra distribuido casi en todo el pais; la aportacion
anual del cultivo es de $20, 715,986.37 miles de pesos (SIAP, 2014a); el estado de Hidalgo ocupa el
décimo quinto lugar con una produccion de 3,040.30 ton anuales (SIAP, 2014b). En Hidalgo, la
produccion de aguacate es poco significativa debido a que la produccion es seriamente afectada por
plagas de régimen legal como Heilipus lauri'y Conotrachelus perseae; en un estudio reciente realizado
por Castafieda-Vildozola, (2013) se reportaron a ambas especies compartiendo el mismo nicho
ecologico; por lo que se inicio el presente estudio para determinar la distribucion de ambas especies

en el sitio de estudio.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del sitio: El muestreo se realizd de abril 2014 a agosto de 2015 en localidades del
municipio de Acaxochitlan, Hidalgo (20°9’ 28” N y 98° 12° 5” O; 2,260 msnm). Adicionalmente se
realizaron colectas de material de otras localidades con cultivos de aguacate para conocer la
distribucion y/ presencia de las plagas estudiadas.

'Fitosanidad- Entomologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230, Montecillo,
Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
2Universidad Auténoma del Estado de México. Facultad de Ciencias Agricolas. El Cerrillo Piedras Blancas Municipio de

Toluca, Estado de México; 50200.
Autor de correspondencia: ortega.areli@colpos.mx

Obtencion del material biolégico y cria de insectos: la recolecta se enfoco en dos variedades
disponibles de aguacate: Hass y criollo. En cada éarbol se ubicaron cuatro puntos cardinales y se

tomaron de 4 a 5 frutos por punto cardinal (=16 a 20 frutos por arbol), los cuales se trasladaron al
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laboratorio de Fitosanidad forestal del Colegio de Postgraduados campus Montecillo. Los frutos se
colocaron individualmente en frascos transparentes de 20 centimetros (cm) de didmetro y 15 cm de
alto; al fondo de cada frasco se puso 2 cm de tierra como sustrato. Los frascos se cubrieron con tela

tul con ligas para evitar que los insectos que emergieran pudieran escapar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo la siguiente distribucion (Cuadro 1.), en donde también se muestra la distribucion del
hospedero. El 80% del total de arboles muestreados en la region de estudio predomina la variedad
criolla, el 20% esta conformado por variedades mejoradas (Hass) ya que la superficie sembrada en las
localidades de estudio no supera mas de una hectarea del cultivo como establecimiento de huertos

comerciales.

Cuadro 1. Presencia de H. lauri y C. perseae en la region de estudio y distribucion de variedades de aguacate en la zona

de estudio.
presencia
Estado Localidad msnm H. lauri  C. perseae  Hass Criollo
Hidalgo San Juan Acaxochitan 1660 * * & &
San Francisco Acaxochitlan 1780 * * & &
Santa Catarina Acaxochitan 2100 * * & &
Tochtla Acaxochitlan, Hidalgo 1840 * * &
San Pedrito Agua Blanca 1850 * &
Potrero de Monroy Agua Blanca 1800 * &
Puebla Chiagtla Naupan 1880 * & &
Tlachpanaloya Naupan 1640 * & &
Chachahuantla Naupan 1813 * & &
Veracruz El chiflon Zacualpan 1680 * &
Tlachiquillo Zacualpan 1740 * * &
Zacualpan 670 * &
msnm: metros sobre nivel del mar.
* Distribucion de los insectos estudiados en la region.
& Distribucién del cultivo.
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BIOLOGIA E IDENTIFICACION DE CHICHARRITAS (HEMIPTERA:

CICADELLIDAE) EN AGUACATE EN ESTADO DE MORELOS
Rosa M. de G. Quezada Daniel* Néstor Bautista MartinezjError! Marcador no definido.Jorge

. Valdez Carrascoitrrr! Marcador no definido. ‘\Jarig G. Gonzalez Santarosa® Ciro L. Turcios Palomo?,

Angel Lagunes Tejeda !

INTRODUCCION

El aguacate es el tercer producto agricola de importancia econémica en México. A nivel mundial,
Meéxico es el principal productor y exportador de aguacate al aportar el 31.3 % a la produccién mundial
y el 47% a las exportaciones (FAOSTAT, 2014). Este fruto representa una fuente importante de
ingresos econdémicos y es un gran generador de empleos (Téliz y Marroquin, 2007). El estado de
Michoacan ocupa el primer lugar en la produccion de esta fruta, le siguen Jalisco, Estado de México,
Nayarit y Morelos (SIAP, 2014). Aunque el estado de Morelos solo aporta el 2% de la produccion
nacional (SIAP, 2014), su cultivo representa una actividad importante en el impulso de la busqueda de

nuevos y selectos mercados.

La produccion de aguacate a nivel nacional presenta problemas fitosanitarios, la mayoria asociadas
a plagas insectiles. Las chicharritas son consideradas plagas secundarias en aguacate (Gonzalez et al.,
2000) que ademas de causar dafio directo a la planta al alimentarse, representan un riesgo, ya que

poseen la capacidad de transmitir fitopatogenos (Backus, 1985; Nielson, 1968).

Las chicharritas pertenecen a la familia Cicadellidae, grupo abundante y diverso que abarca 20,000
especies descritas (Dietrich, 2005). La chicharrita Idona minuenda (Triapitsyn, 2000) es la Unica
especie reportada como plaga secundaria de aguacate (Gonzalez et al., 2000). En México, a pesar de
ser el aguacate de gran importancia econdmica, son escasos los estudios relacionados a chicharritas y,
con la finalidad de contribuir al conocimiento de estas especies, se plante6 como objetivo realizar la
identificacion de especies chicharritas asociadas al aguacate y caracterizar los dafios que causa en hojas

y brotes de aguacate.

Colegio de Posgraduados, Campus Montecillos, Carretera México-Texcoco km 36.5, Montecillos, Texcoco, Estado de
México, CP 56230

2Universidad Auténoma Chapingo, Carretera México-Texcoco km 38.5, Chapingo, Estado de México, CP 56230
3Helm de México, S.A. Proton No. 2 Col. Parque Ind. Naucalpan Naucalpan, Estado de México, CP 53489

Autor de correspondencia:
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MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio. Para este estudio se colectaron chicharritas en 6 huertas ubicadas en el municipio
de Tetela del Volcan, Morelos. La primera huerta se localiza en la localidad San Miguel (N 18°
50727.204” W 98° 44°46.895”, 1962 msnm). La segunda huerta en la localidad de Potrero de Ledn (
N 18°51°5.320” W 98°44°11.615”, 2089 msnm); la tercera huerta esta en la localidad de El calabazo
(N 18° 5275.3252” W 98°44°5.244”, 2195 msnm); la cuarta huerta en localidad de Xochicalco (N
18°53726.628” W 98°44°21.66”, 2089 msnm); la quinta huerta se ubica la localidad de Tlamimilulpan
(N 18°55721.216” W 98°44°40.731”, 2423 msnm); la sexta huerta en la localidad de Coaco Chico (N
18°5577.896” W 98°42°16.379”, 2598 msnm). Las huertas tenian arboles de 5 a 8 afios de edad, con
una alturade 2 a3 m.

Colecta de especimenes y determinacion. EI método de colecta fue directo, con un aspirador bucal
y aspiradora de gasolina. La aspiracion se realiz6 en fruto, hojas, brotes, ramas y tronco. Los
ejemplares se preservaron en alcohol 70%. Para la identificacion de especies se utilizo la genitalia del
macho, la cual se maceré en KOH al 10%, a 80°C por 3 minutos y se deshidratd en alcoholes 70%,

90% y 100%, se aclaré en xilol y se monté en laminillas con balsamo de Canada.

Para la identificacion de las muestras se siguio las claves taxondmicas propuestas por Guillette
(1898), Young (1952), DelLong (1952,1954), Ruppel & DelLong (1952, 1953), Dietrich (2005). El
material fue corroborado por el Dr. Dmitriev, especialista de la Universidad de Illinois en Urbana
Champaign. EUA. Ejemplares de cada una de las especies identificadas fueron montados, etiquetados

y depositados en la Coleccion entomolégica del Colegio de Posgraduados (CEAM).

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el estudio se identifico a cinco especies asociadas al cultivo del aguacate, todas ubicadas
dentro de la subfamilia Typhlocybinae, representada por 3 tribus y 4 géneros. De las cuales se

colectaron 5527 individuos.

La especie con mayor presencia fue J. krausi con 50.10 % del total de individuos colectados de
tiflocibinaes, seguido por Idona minuenda con 25.27% y E. deskina con 18.87%.
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No de individuos

Tribu Género Especie Presencia
Dikraneurini Idona minuenda 1,388 Oct 14- Oct15
Alconeura candida (Ruppel & DeLong 1952). 36 marzo 15
(Hyliodea)
Jorumini Joruma krausi (Ruppel & DeLong 1953) 2,769 Junio 15-agosto15
Empoascini Empoasca angustella (DeLong 1952) 291 Mayo 15-junio 15
deskina (DeLong & Guevara 1954) 1043 Mayo 15-junio 15

Cuadrol. Diversidad de especies de cicadélidos de la subfamilia Typhlocybinae asociadas a aguacate.

Las chicharritas poseen un aparato bucal compuesto por estructuras tubulares (estiletes) que les
permite perforar y succionar la savia de los tejidos vegetales; con ello ocasionan dos tipos de dafios
directos, denominados “hoppenbug” y “stippling”, a causa de su mecanismo de alimentacion (Backus
1985); ambos darfios estan relacionados con la presencia de tiflocibines, dafios que pudieron detectarse
en arboles de aguacate con presencia de chicharitas. Sin embargo, en altas densidades, como se
presentd J. krausi y ambas empoascas (Cuadro 1), los cicadélidos son una plaga potencial (Catalano,
2010) al presentar dafios que disminuyen en el vigor y rendimiento de los cultivos (Chelliah & Basheer,
1965).

Por otra parte, la importancia de la familia Cicadellidae radica en su capacidad para la transmision
de agentes fitopatégenos (Ammar & Nault, 2002), lo que representa una amenaza para la agricultura.
AUn cuando los tiflocibines es un grupo diverso de cicadélidos pequefios y fragiles, incluye a
numerosas especies descritas como vectores de los géneros Empoasca, Erythroneura y Typhlocyba
(Triplehorn & Johnson, 2005). Las especies identificadas en el trabajo no se han descrito como

vectores en ningun cultivo.

Se reporta por primera vez a: J. krausi, E. deskina, E. angustella y A. candida como nuevo registro
para aguacate. La especie de Idona minuenda ya ha sido reportada como plaga secundaria del aguacate
(Gonzélez et al., 2000). La identificacion de cicadélidos a nivel de especie se considera como primer
aspecto para poder continuar con el desarrollo de estudios posteriores que nos permitan establecer

medidas de prevencion y control.
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HORMIGAS ASOCIADAS A ESCAMAS (HEMIPTERA: COCCOIDEA) EN

FRUTALES DE GUERRERO
Hernandez-Ruiz Artemio?, Gonzalez-Hernandez Héctor?, Romero-Napoles Jesus?, Solis-Aguilar

Juan Fernando?, Lomeli-Flores José Refugio® y Rodriguez-Leyva Esteban!

INTRODUCCION

En el mundo se han descrito aproximadamente 8,000 especies de insectos escamas, agrupadas en
32 familias pertenecientes a la superfamilia Coccoidea. Los cocoideos succionan savia del arbol,
causando retraso en el crecimiento, clorosis y deformacion del follaje y frutos; ademas, los ataques
severos de estos organismos pueden secar completamente ramas o el arbol completo (Miller y Ben-
Dov, 2013). Por otro lado, se reportan alrededor 13,000 especies de hormigas a nivel mundial y de
éstas, 973 especies se encuentran en México. Las hormigas han colonizado diversos habitats terrestres,
que incluyen una variada alimentacion como semillas, hongos, néctar, tejido vegetal y carne. Otra
fuente de alimento la obtienen de asociaciones con insectos como las escamas o los &fidos. Esto
dificulta el manejo de estas plagas en arboles frutales, ya que interfieren con su control natural y
bioldgico, también contribuyen a su dispersion y les procuran la remocion de secreciones para evitar
contaminacion fangica, aumentando con ello la tasa de natalidad en la colonia de los insectos escama
(Delabie y Fernandez, 2003; Vasquez, 2015).

La fruticultura es una actividad de gran impacto econémico y social en muchas regiones. En el
estado de Guerrero se ocupan mas de 170 mil hectareas entre el cultivo del cocotero, café, mango,
limdn, aguacate y platano (SIAP, 2014). Ante la importancia econdémica de la actividad fruticola para
Guerrero, la vulnerabilidad de ésta al ataque por cocoideos plagas y la relacion mutualista que estas
presentan con las hormigas, el presente trabajo plante6 identificar las especies de hormigas asociadas

a las escamas plagas de varias especies de frutales cultivadas en el Estado de Guerrero.

!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230, Montecillo,
Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
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MATERIALES Y METODOS

El area de estudio incluy6 algunos municipios del estado de Guerrero con zonas agricolas en donde
una o varias especies de frutales tienen impacto econdémico, o bien, que éstas sean endémicas de cierta
area. El periodo de recolecta fue en Primavera-Verano de 2014 y 2015, tratando de cubrir la mayor
superficie, sistemas de producciény especies de frutales. En huertos comerciales se seleccionaron de
5a 10 arboles infestados por predio, mientras que en predios no comerciales como huertos de traspatio
y areas urbanas, se revisaron minuciosamente todos los arboles del sitio. En todos los muestreos se
cortaron hojas, brotes, frutos o ramas con presencia de insectos escama. Este material se coloco
individualmente en bolsas de tela de organza de 90 x 50 cm con su respectiva etiqueta. EI material se
trasladé al Laboratorio de Plagas de Frutales del Colegio de Postgraduados para su procesamiento.

Las muestras se revisaron bajo microscopio estereoscopico, se separaron las escamas de las partes
vegetativas con ayuda de una pinza entomoldgica y se colocaron en frascos etiquetados con alcohol al
70% para su preservacion. La recolecta de hormigas se hizo de manera directa de los arboles con ayuda
de un pincel (No. 0) de cerdas de pelo de camello. Para esto se realizé una inspeccion ocular alrededor
del arbol de un tiempo no menor a 10 min, dirigida a las ramas y brotes infestados con colonia de
escamas. Se considerd que existia una asociacion simbidtica cuando las hormigas mostraban un
comportamiento de proteccion y/o cuidado con la colonia de cocoideos. Los individuos de las hormigas
recolectadas se colocaron en frascos etiquetados con alcohol al 70% para su conservacion. Los insectos
escama se montaron con la metodologia propuesta por Kosztarab (1963). La identificacion de las
escamas a familia se realiz6 mediante la ayuda de un microscopio compuesto y siguiendo las claves
interactivas disponibles en lared (USDA, 2013). Las hormigas se montaron en triangulos en alfileres
y mediante las claves propuestas por Mackay y Mackay (1989) y Mackay (2003) se identificaron a
especie, parte de este material se depositara en la coleccién de insectos del Colegio de Postgraduados

Campus Montecillo, México.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el periodo de recolectas se revisaron mas de 30 especies de frutales y s6lo en 16 se
encontraron hormigas asociadas a las escamas. En los citricos se presentaron con mayor frecuencia
hormigas y escamas, seguido del mango var Manila (Cuadro 1). Debido a los hébitos alimentarios de

las escamas, las partes vegetativas de los frutales donde se recolect6 la mayor diversidad de hormigas

293




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

fueron los brotes y hojas. Al comparar lo encontrado por Vasquez (2015), en este estudio se tienen
cuatro nuevos registros de hormigas para el pais como son; Brachymyrmex longicornis Forel, 1907,
Brachymyrmex longicornis var. immunis Forel, 1908, Camponotus mucronatus Emery, 1890 y
Wasmannia auropunctata subsp. brevispinosa Borgmeier, 1928. Las especies Tapinoma
melanocephalum Fabricius, 1793, Camponotus rectangularis rubroniger Forel, 1899, Dorymyrmex
smithi Cole, 1936 y Trachymyrmex arizonensis Wheeler, W.M, 1933 son nuevos registros para
Guerrero. Siete de las especies antes mencionadas presentaron asociaciones con escamas de la familia
Coccidae, tres en Pseudococcidae y una en Diaspididae. La asociacion hormiga-cocoideos ocurrié en
alrededor del 30% de las colonias encontradas (80 muestras), 1o que demuestra la importancia de
considerar el rol de las hormigas dentro de un manejo integrado de plagas en frutales, tal como lo
recomienda Ripa et al., (2008). Sin embargo, ejemplares de las 13 diferentes especies, subespecies de
hormigas encontradas, se recolectaron en los huertos de traspatio, zonas urbanas y en policultivos en
donde no se realiza ningun tipo de manejo quimico, lo que resulta convincente de acuerdo con Altieri
(1995), quien establece que en estos nichos ecoldgicos existe poco disturbio por el hombre y por ende
se encuentra una mayor diversidad bioldgica y equilibrio entre las especies. Existen tres familias de
cocoideos asociadas a hormigas, siendo Coccidae la que presentd el mayor porcentaje de asociacién
(30%) con una diversidad de 10 especies de total, seguido por Pseudococcidade con 20% (seis

especies) y Diaspididae con 9% (tres especies).

Estos resultados coinciden con lo analizado por Delabie y Fernandez (2003), quienes reportan que
las familias pertenecientes a la superfamilia Coccoidea, solamente en Coccidae y Pseudococcidae son
comunes las interacciones trofobioticas con hormigas. Mientras que en Diaspididae son raras y
cuestionables por falta de documentacion, ademas que estos insectos son incapaces de liberar
mielecilla y los desechos en su mayoria los emplean para la formacién de su escudo protector. La
especie de hormiga Azteca velox es la que mostré una mayor dispersion en el estado, encontrandose
principalmente en huertas comerciales de mango var Manila. Esta hormiga se recolect6 en la mayoria
de especies fruticolas y se asocia a las familias Coccidae, Pseudococcidae y Diaspididae, debido a que
no se tiene un manejo para esta especie de hormigas en los huertos, ha propiciado las condiciones para

gue existan numerosas colonias en un predio y se vea como una plaga emergente.
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Cuadro 1. Especies de frutales (hospederos), hormigas, familia de escama y sitios donde se realizaron las recolectas en el Estado de Guerrero.
HOSPEDERO MUNICIPIO/LOCALIDAD COORDENADAS ESPECIE DE HORMIGA FAMILIA ESCAMA
Annona muficata Cocula/Colonia Obregén 18°16'03"N, 99°38'49" W Crematogaster crinosa Mayr, 1862 Coccidap
Petatlan/ Ocote de Cadena 17°36'49"N ,101°13'41"W Cephalotes umbraculatus Fabricius, 1804. Coccidag
Petatlan/ Ocote de Cadena 17°36'49"N ,101°13'41"W Camponotus novogranadenis Mayr, 1870. Coccidag
Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W Azteca velox Forel, 1899. Coccidap
Averrhoa carambola Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W A. velox Coccidag
Citrus limgn San Marcos/ La Maquina 16°46'15"N, 99°11' 43"W Brachymyrmex longicornis var. immunis Forel, 1908+, Coccidag
Tetipac/ Palos Verdes 18°37'50"N, 99°36'39"W Cr. crinosa Coccidag
Citrus paradisi Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W Camponotus mucronatus Emery, 18907, Ce. umbraculatus, Coccidap
Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W Tapinoma melanocephalum Fabricius, 1793" y A. velox Coccidag
Citrus reticllata Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W Br. longicornis var. immunis Coccid
Citrus sinepsis Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W Azteca velox Forel, 1899. Coccid
Coffea araljica Petatlan/ Ocote de Cadena 17°36'49"N, 101°13'41"W Brachymyrmex longicornis Forel, 1907+. Coccid
Mangifera |ndica Var Manila  Tecpan de Galeana/ El Llano 17°16'20"N, 100°53'49"W A. velox Coccid
Petatlan/ Colonia el Olivo 17°32'52"N, 101°16'32"W Camponotus rectangularis rubroniger Forel, 18997 Coccid
Petatlan/ Colonia el Olivo 17°32'52"N, 101°16'32"W T. melanocephalum Coccid
Morinda cifrifolia Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W A. velox Coccid
Petatlan/ Ocote de Cadena 17°36'49"N,101°13'41"W Wasmannia auropunctata subsp. brevispinosa Borgmeier, 1928+. Coccid
Psidium gugjava Chilpancingo/ Col. Centro 17°32'45"N, 99°29'58"W Br. longicornis var. immunis Coccid
Petatlan/ Ocote de Cadena 17°36'49"N , 101°13'41"W Ca. novogranadensis Mayr, 1870. Coccid
Florencio Villareal/ La Vainilla 16°43'15"N, 99° 09'18"W A. velox y Cr. crinosa Coccid
Spondias plrpurea Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W A. velox Coccid
Petatlan/ Colonia el Olivo 17°32'52"N, 101°16'32"W Cr. crinosa Coccid
Averrhoa carambola Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W A. velox Diaspididae
Citrus limetta Petatlan/ Ocote de Cadena 17°36'49"N, 101°13'41"W A. velox Diaspididae
Citrus limagn San Marcos/ Las Lomitas 16°46'33"N, 99°11'43"W Dorymyrmex smithi Cole, 1936 Diaspididae
Citrus paradisi Petatlan/ La Remonta 17°34'38"N, 101°16'54"W A. velox Forel Diaspididae
Florencio Villareal/ La Vainilla 16°43'15"N, 99° 09'18"W Cr. crinosa Diaspididae
Citrus sinehsis Var Valencia  Cocula/Colonia Obreg6n 18°16'03"N, 99°38'49"W A. velox Diaspididae
Citrus sinehsis Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W A. velox Diaspididae
Cocos nucifera Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W Cr. crinosa Diaspididae
Mangifera |ndica Var Manila  San Jerénimo/ El Toro 17°09'25"N, 100°28'31"W A. velox Diaspididae
Psidium gugjava Florencio Villareal/ La Vainilla 18°37'50"N, 99°36'39"W Cr. crinosa Diaspididae
Ananas comosus Petatlan/ Ocote de Cadena 17°36'49"N, 101°13'41"W Trachymyrmex arizonensis Wheeler, W.M, 19331, Pseudococdidae
Carica papaya Var Maradol Florencio Villareal/ El Llano 16°43'15"N, 99° 09'18"W D. smithi Pseudococdidae
Citrus paradisi Petatlan/ La Barranca 17°36'33"N, 101°12'29"W Ca. mucronatus, Ce. umbraculatus y A. velox Pseudococdidae
Tamarindug indica Florencio Villareal/ La Vainilla 17°36'49"N, 101°13'41"W Camponotus rectangularis willowsi Wheeler, W.M, 1933. Pseudococgidae

T Nuevo registro para México
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PROCEDIMIENTO PARA LA FIJACION DEL COLOR EN EL GUSANO

ROJO DE MAGUEY
Enhé Millan-Mercado?, Celina Llanderal-Cazares?, Jorge Valdez-Carrasco?

INTRODUCCION

Comadia redtenbacheri Hammerschmidt, es conocido en su etapa juvenil como gusano
rojo del maguey y en varios estados del centro de México es utilizado como alimento por los
habitantes de zonas rurales, también se ha llegado a comercializar a precios altos en las zonas
urbanas para la industria de restaurantes y licores (Hernandez- Livera et al., 2005). La larva
madura presenta una coloracion rojo intenso en los Gltimos instares que son los que se
consumen intensivamente (Ramos- Elorduy, 2006). El gusano rojo es un producto que tiene
una gran importancia en la industria mezcalera de exportaciéon, por ejemplo, el mercado chino
solicita que tenga al menos 20 gusanos por botella (Encabo, 2000). La fuente de
abastecimiento principal de larvas de C. redtenbacheri es la colecta silvestre y la
sobreexplotacion de éstas ha llegado a poner en riesgo su reproduccién (Yen, 2009;
Llanderal-Céazares et al., 2007). Sin embargo, las larvas incluidas en las botellas pierden su
coloracion natural al ser expuestas a diferentes concentraciones de alcohol sin un
procedimiento previo de fijacion, lo que demerita su aspecto fisico, ademas de que en
ocasiones hay un degradacion de los tejidos que al quedar como residuos en el fondo de las
botellas desmerece la calidad y aceptacion del producto, lo que ha causado restricciones de
diversos paises para su exportacion (Anénimo, 2011). El valor de exportacién del mezcal ha
llegado a ser de 97 millones de ddélares, productos de la venta de 4.8 millones de litros en
Estados Unidos, Inglaterra, Espafa, Italia, Taiwan y Turquia, entre otros. Esta actividad
genera alrededor de 30 mil empleos, de los cuales 5,270 son directos. Oaxaca es el principal
exportador al generar el 54 % del total nacional, el segundo lugar lo ocupa Zacatecas con
45.3% de la produccién, mientras que Durango y Guerrero producen el 0.3% restante.
!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,

Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
Autor de correspondencia: (jvaldez@colpos.mx
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Los mezcales mas demandados en el extranjero es el joven abocado con gusano, joven
con gusano, reposado y reposado con gusano, que en conjunto representan el 93 % del mezcal
exportado (SRE, 2014).

Es importante conocer un procedimiento de fijacion que reduzca o evite las
modificaciones post mortem y garantice la integridad de las estructuras morfologicas, asi
como la coloracion de la larva en almacenamiento, para su posterior comercializacion a nivel
nacional e internacional. El objetivo de este trabajo fue evaluar la conservacion y textura
mediante diferentes métodos para la preservacion de las larvas en distintos grados de alcohol,
para lo cual se requirid previamente conocer la histologia de larvas completamente
desarrolladas, con objeto de tener una referencia de la estructura de los diferentes 6rganos y

tejidos en individuos sanos.
MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Para la realizacion de este trabajo el material fue adquirido en la
localidad de San Juan Tianguistongo, municipio de Hueypoxtla, situada a 2500 metros de
altitud en el Estado de Mexico, dicho material fue entregado el 12 de noviembre del 2014 al
Colegio de Posgraduados, campus Montecillo, en el laboratorio de Fisiologia de Insectos.
Cada larva se midio y se realiz6 una seleccién cuantitativa y cualitativa, considerando origen
de la muestra, color, consistencia, movilidad e instar de los ejemplares, posicién y tipo de
lesiones presentes en el cuerpo basados en el procedimiento para el control del
establecimiento de pie de cria (Zetina et al. 2011). Para este experimento se requirié un total
de 360 ejemplares, de los cuales se seleccionaron los que se encontraban en sexto y séptimo

instar, usualmente estos son utilizados para comercializacion en alimentos y bebidas.

Se realizaron cinco tratamientos: 1) Mezcal solo, de la marca comercial Gusano Rojo®, 2)
Alcohol 70% (técnica utilizada para preservar insectos (Patin, 1964), 3) Serie ascendente de
alcoholes (se utilizo alcohol de cafia y los cambios se realizaron cada siete dias), 4) Vinagre
blanco-alcohol 40% (se empled vinagre blanco La Costefia® donde permanecieron por un
periodo de 24 h, se retiraron y se conservaron en alcohol 40% para posteriormente ser
pasados a mezcal), 5) Congelacion. Cada uno cuenta con un testigo. Todos los tratamientos

se colocaron en frascos de vidrio Gerber® de 100 mL.
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Preparacion de las larvas. Se distribuyeron 36 larvas por tratamiento, divididas en tres
grupos de 12 individuos, los cuales fue sacrificado mediante inmersion en agua a 80 °C por
cinco minutos, colocados en los frascos correspondientes al tratamiento previamente
preparado Yy rotulado para su almacenamiento. Como excepcion, el tratamiento de larvas
congeladas se almacend en bolsas de pléastico Ziploc® (16.5 cm x14.9 cm), que se
mantuvieron en el congelador de un refrigerado Mabe. Se evaluaron las variables de color y

consistencia de las larvas en cada uno de los tratamientos durante un periodo de ocho meses.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las larvas fueron revisadas periédicamente para observar el comportamiento en los

diversos tratamientos, que se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Efectos de los tratamientos en larvas de Comadia redtenbacheri.

Color (%) /Consistencia

Tratamiento Rojo Rosa Blanco
Mezcal solo 0.0 0.0 100/R

Alcohol 70 % 0.0 41.66/R 58.33/R
Serie ascendentes de 0.0 0.0 100/R

alcoholes
Vinagre -alcohol 0.0 0.0 100/E
40%
Congelacién 0.0 100/E 0.0

Parametros utilizados para la evaluacion de la variable de consistencia: (E) Excelente, larvas turgentes, (R)

Regular, con poca firmeza, y (M) Mala, con flacidez

Color. Las larvas se comportaron de una forma similar en los tratamientos, con pérdida
paulatina de la pigmentacién en los primeros dos meses. En ninguno de los tratamientos se
conservo el color rojo caracteristico de las larvas de esta especie, sin embargo en menos de
la mitad de las larvas incluidas en alcohol 70 y en la totalidad de los individuos congelados
conservaron un tono rosado. En los tratamientos de mezcal solo y la serie ascendente de
alcohol, el color se perdio totalmente y se mantuvo en poco menos de la mitad de los

individuos en alcohol 70%. En todos los casos el testigo, presento perdida de color

Consistencia. La turgencia de las larvas se mantuvo completamente en los tratamientos

de vinagre y congelacion, mientras que en las incluidas en Mezcal, las series ascendentes y
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alcohol 70%, se presento flacidez del cuerpo. En el caso de los insectos, la inclusion en
alcohol 70 % es usada para la preservacion de tejidos para distintos estudios entomologicos
(Pantin, 1964), pero la conservacion con fines de consumo humano de los insectos como
alimento, no ha sido desarrollada. En el caso concreto de la inclusion de las larvas en mezcal,
la falta de procedimientos para la conservacion de éstas, ha propiciado problemas en la

exportacion de ésta bebida.

Con base en este trabajo se recomienda el proceso de congelacion de larvas que
previamente fueron sometidas a un proceso de fijacion de tejido, mediante la inmersién en
agua caliente para su inclusion en botellas de mezcal de manera que incremente la calidad
del producto y la vida de almacenamiento. Es necesario continuar las pruebas para lograr una

coloracion similar a la que presentan las larvas cuando estdn completamente desarrolladas.
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DIETA ARTIFICIAL PARA EL GUSANO ROJO DEL MAGUEY
Manuel Jiménez Vasquez'", Celina Llanderal Cazares?, Alejandro Pérez Panduro!

INTRODUCCION

El gusano rojo del maguey Comadia redtenbacheri (Hammerschmidt), un insecto que
tiene importancia econdmica y alimenticia, esta siendo sobreexplotado debido a su alto valor
comercial, disminuyendo drasticamente las poblaciones tanto de magueyes como del
insecto, lo que ha motivado el interés de proteger y conservar este recurso natural presente
en México, a través de unidades controladas de produccion. Sin embargo, no existe
informacién veridica del ciclo bioldgico completo del insecto y la mayoria de estudios se han
enfocado a la fase de larva bajo condiciones de laboratorio e invernadero (Llanderal et al.,
2010).

El hospedante natural del gusano rojo es el maguey pulquero Agave salmiana Otto ex
Salm., en el que se alimenta hasta completar su estado larvario (Granados, 1993), tiene
diferentes usos que tiene, entre ellos la sobreexplotaciéon del gusano rojo, por lo que es
necesario usar estrategias que preserven ambas especies por métodos controlados, que
permitan realizar el aprovechamiento de este recurso presente en México de manera
sustentable (Llanderal et al., 2007).

La cria de C. redtenbacheri, en dietas artificiales es una alternativa viable en la cual el
insecto puede llegar a desarrollarse total o parcialmente. El estudio de la fase larval de C.
redtenbacheri, como el de otros barrenadores, es complicado por la dificultad para realizar
las observaciones directas, lo que se simplificaria si se contara con una dieta artificial que
permita documentar su comportamiento durante el desarrollo. Por tal motivo, el presente
trabajo tiene como objetivo determinar la formulacion de una dieta meridica que permita el

establecimiento y la cria de la fase larvaria de C. redtenbacheri.

!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
*Autor de correspondencia: manuel.jimenez@colpos.mx
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 en el laboratorio de Fisiologia de Insectos del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, estado de México, con larvas colectadas en los
municipios de Hueypoxtla y Pozos Hidalgo, y de San Juan Teotihuacan Estado de México.
Para la evaluacion se usaron larvas de tercer a quinto instar, en la evaluacion de su
comportamiento en diferentes dietas artificiales se usé de unidad experimental frascos gerber
con tres repeticiones por dieta y en cada frasco se utilizaron 25 larvas. La variable peso se

midié al inicio del ensayo y cada mes, durante el cada cambio de dieta.

Para realizar las observaciones sobre la cria y reproduccién del gusano rojo del maguey
en condiciones de laboratorio, se inici6 con tres dietas, la primera indicada para la cria de
Acentrocneme hesperiaris (Llanderal y Lopez, 1994), la segunda para la cria de Spodoptera
frugiperda (Smith), y en tercer lugar una dieta comercial para Spodoptera frugiperda,
elaborada por la empresa Southland Products Inc®. Se tomé como referencia la dieta tres,
para generar las dietas cuatro a la doce. Con esto se generaron 12 tipos de dietas, ya sea
quitando o adicionando nuevos ingredientes y descartando las dietas que no favorecen el
crecimiento de las larvas. Las cantidades e ingredientes utilizados en todas las dietas
elaboradas en esta investigacion estan basados en lo reportado por Cohen (2003).

Procedimiento para la preparacion de la dieta 12, la cual ha permitido el mejor desarrollo

de larvas del gusano rojo del maguey hasta la fecha.

1. Para obtener el maguey liofilizado, se corta el rizoma en pedazos pequefios, que se
introducen en ultracongelador, a las 24 horas se liofilizan y una vez que se obtiene un secado
al 100%, se muelen en un molino eléctrico, hasta obtener la harina.

2. Los ingredientes maiz y soya, son molidos en un molino manual hasta dejar los
productos en forma de harina.

3. Se mezcla en 300 mililitros de agua destilada, la harina de soya, germen de trigo, maiz
molido, maguey liofilizado, sal mineral, sacarosa y propionato de calcio.

4. El agar se disuelve en 700 mililitros de agua destilada, calentando hasta el punto de
ebullicidn. Posteriormente se deja enfriar aproximadamente 5 minutos y se agrega a la mezcla

anterior, al mismo tiempo que el &cido sérbico y el metil paraben.
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5. Por separado se disuelve en un recipiente de vidrio el &cido sorbico en 7 ml de alcohol
etilico. Se acerca la solucion al fuego por 5 a 6 segundos, se retira y agita; se repite la
operacion varias veces hasta que el acido sorbico se disuelve completamente y se agrega a la
primera mezcla. Se agrega a la mezcla cuando la temperatura de ésta baja a 40 °C, junto con

la mezcla de vitaminas y la aureomicina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las larvas colocadas en las dos primeras dietas en un inicio tuvieron un incremento en
peso durante el primer mes, pero en el segundo cambio de dieta las larvas comenzaron a
morirse paulatinamente, por lo que estas dietas se descartaron. En el caso de la dieta tres, el
incremento de peso se mantuvo constante mes tras mes, aunque cierto porcentaje de larvas
fueron muriendo con el paso del tiempo, por lo que ésta se tom6 como referencia para

formular las dietas cuatro a la doce.

La dieta cuatro se elaboré con todos los ingredientes de la dieta comercial, a partir de un
certificado de analisis de esta dieta, mostrando nuevamente resultados favorables, aunque
el crecimiento del peso de larvas era muy poco e incluso se presentaba cierto porcentaje de
mortalidad al paso de los meses. Se modificaron las cantidades de ingredientes, al mismo
tiempo que se decidio trabajar una quinta y sexta dieta con la finalidad de mejorar la
consistencia. En la dieta cinco se agrego el ingrediente celulosa con la finalidad de obtener
una dieta mas sélida y asi permitir a las larvas realizar sus galerias, pero se descarto, ya que
las larvas no digerian la celulosa. En la dieta seis se incorpor6 el ingrediente maiz y se
observaron resultados favorables, debido a la buena consistencia pues se redujo la mortalidad
de larvas, se noté un incremento de peso y se observo la construccion de galerias; En la
dieta siete se incorpord el ingrediente aceite de maiz y colesterol, ya que estos ingredientes
son recomendados en otras dietas de insectos (Cohen, 2003), aunque los resultados no fueron
satisfactorios, por lo cual fue descartada. En la dieta ocho se afiadio fibra de maguey fresco,
el cual modifico la consistencia de la dieta por la cantidad de humedad que éste tenia, aunque
se not6 una ligera mejoria en las larvas, en la dieta nueve se agregé el ingrediente inulina,
uno de los compuestos presentes en el rizoma del maguey de acuerdo con Vargas (2009),

pero los resultados no fueron favorables. En la dieta diez se incorporo el ingrediente manzana
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en forma de puré y se notaron ligeros cambios que favorecieron el crecimiento del peso de
larvas. En la dieta once se agregé harina de rizoma de maguey liofilizado, que permitié una
mejor consistencia de la dieta, y mejor alimentacion de las larvas. Para el caso de las dieta
doce, la cual se esta utilizando hasta la fecha, se incorporaron ingredientes de las dietas que
mostraron una ligera mejoria en la alimentacién de las larvas, como el maiz molido, el puré
de manzana y el maguey liofilizado. Singh (1977) menciona que aungue no sea su alimento
natural, las dietas formuladas y procesadas por el hombre han sido utilizadas para la cria de
una gran cantidad de especies de insectos.

La dieta doce ha mostrado las mejores caracteristicas para la cria de larvas del gusano
rojo del maguey en sus diferentes instares en condiciones de confinamiento. Es importante
considerar que la dieta debe ser blanda para los primeros instares y de mayor consistencia a

medida que avanza el estado larval.
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FORMICIDAE (INSECTA: HYMENOPTERA) DE LA RBEC “EL CIELO”,

TAMAULIPAS, MEXICO
Karla Yolanda Flores-Maldonado!, Jesis Romero-Napoles!, Héctor Gonzalez-

Hernandez!, Hiram Bravo-Mojica!, Armando Equihua-Martinez!, Miguel Vazquez-

Bolafios?.

INTRODUCCION

La RBC “El Cielo” forma parte de la zona de transicion mexicana, con una definida zona
altitudinal, con elementos de afinidad neértica en sus partes mas altas y elementos
neotropicales en las bajas, debido a la heterogeneidad de ecosistemas presentes en la RBEC
es considerada como una reserva de la UNESCO (Sanchez-Ramos et al., 2005). La Reserva
se encuentra comprendida en la Region | del sistema de CONABIO, la clasificacion se
fundamento en la riqueza de especies, el nivel de endemismos y especies en riesgo asi como
el grado de aislamiento del sitio (CONABIO, 2010). Considerando lo teorizado por Murdoch
et al., (1972) la riqueza de especies vegetales conlleva a una de insectos herbivoros, dando
pie a otra de depredadores e insectos parasitoides, formandose una red tréfica donde las
simbiosis, en especifico los mutualismos, direccionan dispersiones de semillas de un sitio a
otro (por ejemplo), modificando el paisaje vegetal, marcan los avanzando las investigaciones

hacia los complejos analisis de redes ecoldgicas (Dormann et al., 2008).

La colonizacién de zonas ecolégicamente fragiles, la expansion de la frontera agraria, la
explotacion de materias primas y fuentes energéticas, asi como en algunos casos un namero
excesivo de visitantes, representan amenazas crecientes en las areas naturales protegidas
(Brenner, 2006; Nelson & Serafin, 1997) que propician fragmentacién forestal,
contaminacion ambiental, reduccion territorial, asi como la pérdida de diversidad. En la
RBEC “El Cielo” la problematica no es del todo diferente, un plan de manejo obsoleto y
disfuncional ha establecido una problematica ecoldgica y socioecondémica regional, donde es

vital el realizar trabajos de investigacion multinivel (SEDESOL Tamaulipas, 2011).

’: Instituto de Fitosanidad, Colegio de Postgraduados campus Montecillo.
2: Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias, Universidad de Guadalajara.
Autor para correspondencia: kf0471@hotmail.com
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La Mirmecofauna es altamente sensible a la fragmentacion de los habitats (Flores-
Maldonado et al., 1999; Jusino & Phillips, 1992 ), considerando lo expuesto con anterioridad,
los efectos negativos en la vegetacion son inevitables, por eso es prioritario el realizar el
estudio de la mirmecofauna presente, estableciendo inventarios pertinentes, antes que la
modificacion de los factores bioticos y abidticos alteren la estructura de la biodiversidad y se

pierda el primer eslabon para la comprension de los procesos ecolégicos.

Las hormigas son un taxdn exitoso que domina una gran variedad de habitats (Holldobler
y Wilson, 1990). Estos insectos, dentro de la RBEC, intervienen en maultiples funciones
ecoldgicas, que van desde herbivoras (micéfagas), depredadoras, polinizadoras, granivoras;
siendo no solo notables en su riqueza de especies, si no en el nimero de individuos por unidad
de &rea (abundancia) y en consecuencia su impacto en el ecosistema. Algunas investigaciones
taxondémicas se han realizado en Tamaulipas en funcion a la diversidad de hormigas,
sobresaliendo el trabajo de Rodriguez (1986), Rojas-Fernandez (2001) donde el mas
reciente es de Rios Casanova (2014) que ha identificando 45 géneros divididos en 115
especies y para el sitio Phillips et al. (2005). El objetivo principal de la investigacion es
Sistematica de Formicidae cimentada en colecta, identificacion y descripcion de la
mirmecofauna muestreada en la RBEC “El Cielo” en funcion a dos gradientes, el altitudinal
y el estacional. La investigacion inici6 en su fase de campo en agosto del 2013 y concluy6
en agosto del 2014, su fase de gabinete de diciembre 2014 a diciembre del 2015.

MATERIALES Y METODO

La reserva de la biosfera “El Cielo” (RBC) se ubica al sur del estado de Tamaulipas,
Meéxico; tiene una extension de 144,530 ha, de las cuales 36,538 ha estan delimitadas como
zonas nucleo -medio ambientes sin perturbaciones- (Sanchez-Ramos et al.,1990), de las
cuales la seccion mas amplia y con vegetacion primaria se encuentra ubicada en la RBEC
(CONABIO, 2010) Se muestrearon: vegetacion riparia, selva baja tropical, bosque mesofilo
de montafia, bosque de encino pino, bosque de pino, matorral xeréfilo, muestreados
simultaneamente en las cuatro estaciones anuales iniciando de agosto 2013 y concluyendo

en agosto 2014.

306

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

Con la finalidad de obtener un inventario de especies lo mas integral posible, se muestrearon
suelo, sotobosque y arboles. Se implementaron técnicas de colecta directa e indirecta, para el
primer tipo se utilizaron colecta manual y redeo por golpeo, para el segundo trampas pitfall,
terrestres y aéreas cebadas con atun, miel y agua con jabon (Ipser et al, 2004; Kaspari, 2000;
Flores y Gonzalez, 2005) y sacos mini winkler por cada sitio (Agosti & Alonso, 2000). La
identificacion del material biologico se llevo a cabo con las claves taxondmicas de Santschi
(1923), Creighton (1950), Borgmeier (1959), Brown (1976), Kugler & Brown (1982), Trager
(1984), Ward (1985), Mackay & Mackay (1989), Mackay y Vinson (1989), Holldobler y
Wilson (1990), Kuggler (1994), Wilson (2003), Longino (2002, 2003), Fisher & Cover
(2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados preliminares muestran que para el BMM se han colectado 9,000 individuos
de Formicidae, distribuidos en ocho sufamilias: Myrmicinae, Pseudomyrmecinae,
Ecitoninae, Formicinae, Dolichoderinae, Ponerinae, Ectatomminae y Cerapachinae
distribuidos en 21 géneros y 43 especies, resultados que divergen de los obtenidos por
Phillips et al (2005) para el sitio, quienes colectaron 33 especies, con muy pocas 2 especies
catalogadas como morfoespecies (Olivier y Beatti, 1996). Los géneros mas diversos con al
menos cinco especies son Camponotus, Crematogaster, Pheidole, Pseudomyrmex que de

acuerdo a Wilson (2000) son los més diversos y cosmopolitas.
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EVIDENCIA DE UNA FEROMONA DE AGREGACION EN Sphenophorus

incurrens GYLLENHAL (COLEOPTERA: DRYOPTHORIDAE).
Carlos P. lllescas Riquelme!”, Cesar Ruiz Montiel?, Maria C.M. Llanderal Cazares?,

Héctor Gonzalez Hernandez!, Raquel Alatorre Rosas?, Leopoldo Cruz-Lopez®, Julio C.

Rojas Ledn®.
INTRODUCCION

Sphenophorus incurrens Gyllenhal (Coleoptera: Dryophtoridae) es un insecto que se
alimenta principalmente de plantas de la familia Poaceae y es de origen neotropical (Vaurie
1954). En México, este picudo es una plaga emergente de cafia de azucar, arroz y pasto
kikuyo (van Zwaluwenburg 1926, Flores 1994, Ordaz-Gonzales et al. 2014). Algunos afios
anteriores este picudo se consideraba una plaga de menor importancia principalmente a que
su poblacion era reducida y sus dafios se restringian a pequefias areas cafieras (van
Zwaluwenburg 1926, Flores 1994). Sin embargo, actualmente S. incurrens adquirio
relevancia al elevar sus poblaciones y provocar pérdidas econémicas importantes en varios
estados cafieros de México (Pérez-De La O et al. 2014, Ruiz-Montiel et al. 2015).

El dafio principal de este insecto es causado por la larva, la cual se alimenta del rizoma 'y
partes bajas de los tallos, lo que provoca galerias que permiten la entrada a patdgenos
oportunistas que llegan a causar la muerte de la planta. Hasta el momento no existe un método
de control efectivo para este insecto por lo que diferentes técnicas necesitan ser evaluadas.
Una de estas posibilidades para el control es el uso de semioquimicos que alteren el
comportamiento de los insectos y puedan usarse para el monitoreo y control de la plaga (ej.
trampeo masivo) (Wyatt 2014).

IFitosanidad- Entomologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
2Instituto de Investigaciones Forestales, Parque Ecoldgico EI Haya, Antigua Carretera Xalapa-Coatepec, AP
551, Universidad Veracruzana, Xalapa, Veracruz,México.

3Departamento de Entomologia Tropical, EI Colegio de la Frontera Sur, Tapachula, Chiapas, México.

Autor de correspondencia: entoillescas@gmail.com
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Con el presente estudio se evidencid la presencia de una feromona de agregacion en S.
incurres y se comprobo la respuesta fisioldgica y comportamental en ambos sexos de esta

especie.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Se colectaron adultos de S. incurrens en plantaciones de cafia en la
localidad de Potrero, municipio de Atoyac, Veracruz. Los insectos fueron llevados al
laboratorio y posteriormente sexados. Se utilizaron trozos de cafia de azlcar para alimentar

y mantener a los insectos hasta el inicio de los experimentos.

Respuesta conductual de S. incurrens a volatiles de conespecificos y cafia de azUcar.
Las respuestas de hembras y machos de S. incurrens a volatiles de conespecificos y cafia de
azucar fue evaluado mediante un olfatémetro de tubo de “Y” siguiendo el método propuesto
por Montiel et al. (2003). Una hembra o un macho de picudo se insertaban en la base del
olfatdbmetro y se le proporcionaban 5 minutos para caminar a algunos de los brazos. De no
presentarse actividad se contabilizaba como una no respuesta. Por cada par de olores se
probaron 40 picudos de cada sexo. Los tratamientos fueron los siguientes. 1) machos+cafia
vs aire limpio, 2) hembras+cafa vs aire limpio, 3) machos+cafa vs cafia, 4) hembras+cafia

vs cafia y 5) machos+cafia vs hembras+cafia.

Captura de volatiles. Los volatiles emitidos por ambos sexos de S. incurrens fueron
capturados por la técnica de aireacion dindmica. Los tratamientos fueron 100 hembras + 100
g de cafia de azlcar, 100 machos + 100 g de cafia de azUcar y 100 g de cafia de azUcar. Los
tratamientos fueron puestos por separado en tubos de cristal para aireacion dindmica. El flujo
de aire se mantuvo durante una duracion de 120 h. Los volatiles se capturaron en una trampa
de vidrio que contenia 50 mg de absorbente Porapak Q. Al terminar la captura los volatiles
fueron lavados del absorbente con 400 pL de cloruro de metileno y el extracto se concentro

con N2 antes del analisis.

Analisis de cromatografia de gases y deteccion electroantenografica (GC-EAD). Los
analisis en el GC-EAD se llevaron a cabo para identificar los compuestos electro-

antenograficamente activos de los extractos, se utilizé un cromatografo Shimadzu GC-2010.
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El electroantenograma se realizé con una antena de un picudo, una por espécimen en cada
corrida. La base y la punta de la antena fueron fijadas a los polos del sensor con gel
conductiva. Las sefiales fueron grabadas usando el software del GC-EAD. Los extractos

fueron evaluados en hembras y machos, utilizando 5 antenas por sexo.

Anélisis quimico. Los extractos fueron analizados con el espectrometro de masas. El gas
acarreador fue helio. Los compuestos antenalmente activos fueron identificados por
comparacion de los tiempos de retencion y que concordaran con el espectro de masas del

estandar disponible.

Respuestas conductuales de S. incurrens al compuesto activo. La actividad biologica
del compuesto identificado fue evaluada en el olfatémetro en Y™ descrito anteriormente. Se
realizaron diluciones seriales del compuesto con cloruro de metileno para hacer 1, 10, y 100
ng/uL. Una alicuota estandar de 1 pL de cada concentracién fue pipeteada en un trozo de
papel filtro y posteriormente se introdujo en una de las cdmaras de olor del olfatometro. En
la otra camara unicamente un trozo de papel filtro cargado con 1 pL del solvente (control)
fue introducido. Igualmente, cada cAmara de olor contenia 50 g de cafia. Cuando las fuentes
de olor estaban en las camaras, un picudo hembra o macho fue puesto en la base del
olfatometro dandole 5 min para caminar hacia uno de los brazos de la “Y”. La posicion de
cada fuente de olor fue cambiada en cada replica. Todas las concentraciones fueron

replicadas 40 veces por cada sexo.

Anélisis estadistico. Las respuestas conductuales de S. incurrens a los volatiles y al

compuesto sintético se analizaron por una prueba de “G” con correccion de Williams.

RESULTADOS Y DISCUSION

En general se aprecian evidencias que ambos sexos tienen cierta tendencia a ser atraidos
a volatiles de machos conespecificos aunque con algunas inconsistencias. La presencia de
una feromona de agregacion en machos de se ha reportado en 17 especies de
Rhynchophorinae (Ambrogi et al. 2009). Los analisis de los extractos de S. incurrens en el
GC-EAD, muestran un compuesto especifico del macho que elicitan una respuesta anternal

en ambos sexos (Figura 1.) La presencia de un unico compuesto feromonal liberado por
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machos se ha reportado en otras especies de Rynchophorinae incluyendo Dynamis borassi
(F.), Sphenophorus levis Vaurie, Sitophilus zeamais Motschulsky, Sitophilus oryzae (L.), and

four species of Rhynchophorus (Ambrogi et al. 2009).

|‘ J FID
EAD
A X -
\1
4 00D S .00 4. 00 5.00

Figura 1. Respuesta simultanea del detector de ionizacion de flama (FID) y deteccion
electroantenogréafica (EAD) exponiendo la antena de un macho de S. incurrens a volatiles de (A)
machos conespecificos y (B) y 10 ng del compuesto sintético.

Respuesta conductual de S. incurrens a al compuesto feromoanl sintético. Se aprecio
la tendencia de atraccion del compuesto sintético a ambos sexos de S. incurrens a la cantidad
de 100 100 ng/pL.
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RESPUESTA OLFATIVA DEL PARASITOIDE Tamarixia triozae
(HYMENOPERA: EULOPHIDAE) INFLUENCIADO POR SU ORIGEN DE
CRIA Y SU APRENDIZAJE ASOCIATIVO

Salvador Hernandez-Moreno', Alejandro Pérez-Panduro', J. R. Lomeli-Flores',

Esteban Rodriguez-Leyva', Juan Cibri4an Tovar!, Graciela M. Bueno Aguilar?.

INTRODUCION

El parasitoide Tamarixia triozae Burks (Hymenopera: Eulophidae) es el enemigo natural
mas destacado del psilido Bactericera cockerelli (Hemiptera: Triozidae), causante de
importantes pérdidas econdomicas en cultivos de solandceas como chile, jitomate, tomate y
papa (Garzon-Tiznado, 2003). Para el control biologico de esta plaga, T. triozae (tamarixia)
es criado comercialmente sobre jitomate y se le usa tanto en ese cultivo como en el de las
otras solandceas, lo que implica un cambio de hospedera. La bibliografia muestra que en
algunos sistemas hospedera-fitofago-parasitoide, el cambio de hospedera modifica la
eficiencia del parasitoide para buscar a sus huéspedes, asi como a su aceptacion (Nordlund
et al. 1988; Alborn et al. 1997; Pare y Tumlinson, 1997; Rose et al. 1996), lo cual se refleja

cambios en la eficiencia del control de la plaga.

Desde su nacimiento los parasitoides reconocen los volatiles de la planta hospedera en la
cual se desarrollaron como inmaduros, los volatiles del subsistema planta-hospedera juegan
un papel importante, ya que son las sefiales que les “avisan” de la presencia de huéspedes
(plagas) sobre las plantas (Nordlund et al. 1988; Rose et al. 1996; Alborn et al. 1997; Pare y
Tumlinson, 1997). En este estudio se evalud la respuesta preferencial de 7. triozae a plantas
de jitomate y chile atacadas por B. cockerelli con el objetivo de explorar formas para

optimizar el control biologico del psilido.

'Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
Autor de correspondencia: radamantiz69@yahoo.com.mx
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MATERIALES Y METODOS

Se mantuvo una produccion constante de plantas de jitomate (Lycopersicon esculentum
cultivar “Rio grande”) y de chile jalapefio (Capsicum annuum cultivar “Real”). Sobre cada
hospedera se mantuvo una cria de B. cockerelli y de su parasitoide, 7. triozae. Las crias se

mantuvieron con la metodologia descrita por Rojas et al. (2015).

Para evaluar la respuesta de 7. friozae, se utilizo un olfatémetro de dos vias en “Y” con
10 cm de largo para cada brazo y 14 cm de largo en el cuerpo de salida. En los brazos del
olfatometro se conectaron mangueras (3/16 “I.D. Malgene 180 pvc, Non-toxic), que a su vez
conectaron a dos camaras de cristal (25x37cm), las cuales alojaron a las plantas prueba. Se
utilizé un flujo de aire purificado de 234.4 ml/min para cada brazo y una intensidad de luz
de 1767 luxes. Los experimentos se realizaron en una temperatura de 26+2°C y humedad
relativa de 60-70%.

Se respondieron las siguientes preguntas: 1) ;Cudl es el factor de atraccion (preferencia
innata) para tamarixia (la planta hospedera o el dafio)? 2) ;la experiencia de las hembras de
tamarixia modifica su preferencia innata? 3) ;La experiencia en una hospedera alterna
modifica su atraccion innata? Para contestarlas se realizO una serie de experimentos de
eleccion, para los cuales se usaron cuatro tipos de hembras de tamarixia (unidad
experimentales), definidas por la combinacion de dos caracteristicas: origen (chile o en
jitomate) y experiencia previa de ovipositar (sin experiencia y con experiencia). Los
tratamientos fueron: plantas de chile o jitomate con y sin dafio (el dafio fue el ocasionado
por 192 psilidos de cuarto estadio ninfal y 5 adultos colocados sobre cada planta 15 dias antes
de la respectiva prueba). La preferencia se defino por la eleccion de cada hembra por alguno
de los brazos del olfatdmetro en un lapso menor o igual a 300s. La comparacion estadistica
se hizo mediante una prueba de Chi cuadrada con una 0=0.05. En total se realizaron 13

experimentos con 60 repeticiones para uno.

RESULTADOS Y DISCUSION

Respecto a la pregunta de cudl es el factor de atraccion (preferencia innata) para tamarixia

(la planta hospedera o el daiio), se obtuvo que las tamarixias nacidas en chile no distinguieron
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entre testigo (maceta), planta hospedera (chile o jitomate), ni planta con dafio (chile o
jitomate con dano de psilidos) (P>0.08581) (Figural). Lo que implica que los volatiles
liberados tanto de la planta como de la planta con dafio son un factor de atraccion para

hembras de tamarixia de chile.

Tamarixias nacidas en CH

] TESTIGO
] TESTIGO | CH/DARO |

CH/DARNO \

60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60
Respuesta %

Figura 1. Respuestas de las hembras de tamarixia nacidas en chile a contrastes de estimulos olfatorios.
Testigo: maceta, CH: planta de chile, CH/DANO: planta de chile con dafio, J: jitomate, JJDANO:
planta de jitomate con dafio.

Sobre la pregunta de si la experiencia de las hembras de tamarixia modifica su preferencia
innata se encontrd que la experiencia en la plantas sin psilidos no afect6 la conducta innata
de tamarixias de chile ni de jitomate (no distinguen entre testigo o planta hospedera)
(P>0.4496); sin embargo, la experiencia en hospederas con dafio si modificd su conducta
innata (X?=0.01729028; gl= 1; P=0.0172) en chile y (X?>= 0.0279918; gl= 1; P=0.0279) en
jitomate haciendo que busquen plantas con dafio. Esto implica que la experiencia en plantas

con dafio es un factor relevante para definir su preferencia posterior.

Adicionalmente se encontrd que las tamarixias con experiencia en su planta de origen con
dafio eligieron su planta donde nacieron (X>=0.00023055; gl= 1; P<0.0001, en caso de chile
y, (X*>=0.01635122; gl= 1; P=0.0163 en caso de jitomate (Figura 2). Similares resultados
consigna Ojeda-Camacho et al. 2001 con Aphidius ervi, el cual innatamente prefiere el
sistema trigo-S. avenae, pero la experiencia en el sistema alfafa-Acyrtosiphon pisum, le

induce un cambio de preferencia por este sistema.

316

——
| —




MEMORIA DE AVANCES DE INVESTIGACION POSGRADO EN FITOSANIDAD 2015

Tamarixias nacidas en CH

| TESTIGO
Tamarixias nacidas en CH con experiencia en CH/DANO
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Figura 2. Respuesta de las hembras de tamarixia nacidas en chile o jitomate con experiencia. Testigo:
maceta, CH: planta de chile, CH/DANO: planta de chile con dafio, J: jitomate; JJDANO, planta de
jitomate con dafio, Indicada por ns: no significativa, *: P <0.05.

Sobre la pregunta de si la experiencia en una hospedera alterna modifica su atraccion innata
se observo que, la experiencia no modifico tal preferencia: hembras de ambos origenes (chile
0 jitomate) con experiencia en una hospedera distinta tuvieron la misma preferencia en la

eleccion: entre plantas de chile o jitomate con dafio Figura 3.

Tamarixias nacidas en CH con experiencia en J/DANO

J/DARNO CH/DANO \ sn

Tamarixias nacidas en J con experiencia en CH/DANO

J/DARO CH/DARO | sn

70 60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60 60 80

Respuesta %

Figura 3. Respuesta de hembras de tamarixia de chile o jitomate con experiencia en plantas con dafio.
Testigo: maceta, CH/DANO: planta de chile con dafio, JJDANO: planta de jitomate con dafio, indicada
por ns: no significativa, *: P < 0.05.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS SENSILAS
ANTENALES DE Rhyssomatus nigerrimus (COLEOPTERA:

CURCULIONIDAE)
Elsy Maria Delgado Garcia?, Juan Cibrian Tovar !, Antonio Palemdn Teran Vargas?,

Carlos Alberto Blanco Montero®, Juan Manuel Gonzélez Camacho?, Ausencio Azuara

Dominguez*

INTRODUCCION

La presencia del picudo Rhyssomatus nigerrimus en el cultivo de la soya, Glycine max L.,
se registro en el 2012 en Tamaulipas, San Luis Potosi y Chiapas (Lépez-Guillén et al., 2012).
Este picudo puede encontrarse en plantas como Acacia spp., Amaranthus spp.; Baccharis
salicifolia; Ficus spp.; Ipomoea spp.; I. heredaceae; Mimosa spp.; Prosopis spp. y Prunus
persicae (Salas-Araiza et al., 2001), ademé&s de Leucaena leucocephala (Lam.), Ipomea
purpurea (L.) y de granos en desarrollo de sorgo Sorghum bicolor (L.) Moench (Teran-
Vargas y Lépez-Guillén, 2014). Esto indica que pueden adaptarse a un amplio rango de
hospederos. Se ha demostrado que las antenas de los insectos desempefian un papel
importante en el proceso de eleccion de hospederos (Lopes et al., 2002). En ellas se
encuentran pequefios 6rganos sensoriales conocidos como sensilas, las cuales se encargan de
responder a diversos estimulos (Onagbola et al., 2008; Mahmoud, et al., 2012). La
descripcion morfolégica de las sensillas nos permite entender el funcionamiento del sistema
olfatorio dentro de un estudio de ecologia quimica del insecto. Por lo que, el objetivo de la
presente investigacion fue describir la morfologia de las antenas y los tipos de sensilas

antenales presentes en machos y hembras del picudo Rhyssomatus nigerrimus.

!Fitosanidad- Entomologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

2Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental Las
Huastecas, Ciudad Cuauhtémoc, Tamaulipas, 89610, México.

SUSDA-APHIS, Biotechnology Regulatory Services, 4700 River Rd., Riverdale, MD 20737, USA.
4InstitutoTecnoldgico de Cd. Victoria. Tamaulipas, 87010, México.

Autor de correspondencia: zamudio.adriana@colpos.mx
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MATERIALES Y METODOS

Recolecta de insectos. Los adultos de R. nigerrimus fueron recolectados en el cultivar
de soya Huasteca 200 en el Campo Experimental “Las Huastecas” del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) (22.57287N, -98.177870),
durante el ciclo Primavera-Verano del 2014. Para ello, se sacudio el follaje y los adultos
encontrados se confinaron en un recipiente de plastico de 0.5 | y trasladaron al Laboratorio
de Entomologia del C. E. “Las Huastecas” donde se separaron por sexo (Ambrogi y Zarbin,

2008; Cazado et al., 2014).

Microscopia Electrénica de Barrido. Las muestras se procesaron en el Laboratorio
de Microscopia Electrénica del Colegio de Postgraduados siguiendo el protocolo para
coledpteros de Harrison (2012). Se procesaron las cabezas y antenas de diez machos y diez
hembras. Los ejemplares se secaron a punto critico (Samdri® 780, TOUSIMIS Research
Corporation, Rockville, USA) y las estructuras procesadas se colocaron en los porta muestras
y se llevaron a una ionizadora de metales (JFC-1100, JEOL LTD, Tokio, Jap6n) para el
recubrimiento con oro. El microscopio electrénico de barrido (JSM-6390, JEOL LTD, Tokio,
Japon) se empleo para observar las antenas de los adultos de R. nigerrimus. Las imagenes se
procesaron en el programa de computo ImageTool V. 3.0 (Wilcox et al., 2002) para medir la
longitud y ancho de las cabezas, antenas, antendmeros y sensilas. En el presente trabajo se
clarificaron con base en la nomenclatura de Snodgrass (1935), Schneider (1964), Zacharuk
(1980), Chapman (1982) y Shields (2010).

Analisis estadistico de datos. Los promedios (M) + error estandar de la media (EE)
de la longitud y ancho de las antenas, antenémeros y de cada tipo de sensila se analizaron
mediante una prueba estadistica de t para muestras independientes a fin de determinar
diferencias entre hembras y machos de Rhyssomatus nigerrimus. Cuando los datos no
presentaron una distribucién normal se empled la prueba estadistica de Mann-Whitney (M-
W) (SAS Institute, 1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

Estructura general de la antena de R. nigerrimus. La antena de R. nigerrimus esta

conformada por un escapo, un pedicelo y un flagelo o funiculo. El flagelo estd compuesto de
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nueve flageldbmeros, Los ultimos tres segmentos estan fuertemente unidos y con divisiones
poco visibles entre ellos, formando la maza antenal Fig. 1 (Morrone, 2000). El nimero de
flagelomeros puede variar entre insectos, lo que puede utilizarse para clasificar a los picudos
a nivel de subfamilia (O'Brien y Wibmer, 1982; Wibmer y O'Brien, 1986; Keil, 1999;
Marvaldi y Lanteri, 2005).

X90 ~ 200um

5KV

Fig.1 A. Vista general de la cabeza de la hembra de R. nigerrimus. La cabeza del macho es similar en forma y
morfologia, pero difieren ligeramente en la insercién antenal. R: Rostrum; IA: Insercion antenal; CC: capsula
cefalica. B. vista dorsal de la antena de la hembra. La antena del macho es similar en forma y difiere en la
longitud. Es, Escapo; Pe, pedicelo; f1, flagelémero 1; f2, flagelémero 2; 3, flagelémero 3; f4, flagelémero 4;
5, flagelémero 5; 6, flagelémero 6 y 7, club antenal 0 mazo (3 segmentos flagelares). Fig. 2. Tipologia de
sensilas antenales de Rhyssomatus nigerrimus. A. Setas de Bohm (BB), base del escapo (Es), uniéon con la
cabeza; B. Setas de B6hm (BB), union entre el escapo (Es) y el pedicelo (Pe); C. Sensila tricoidea tipo 1; D.
Sensila aplanada estriada 1 (SPE1), sensila tricoidea 2 (ST2); E y F. Sensila basiconica 1(SB1) y sensila
basiconica 2 (SB2).

La longitud y ancho de los segmentos antenales (escapo, pedicelo y flagelémeros) de
ambos sexos de R. nigerrimus se presentan en el Cuadro 1. Con base en la morfologia y
caracteristicas de la superficie de las sensilas, se lograron caracterizar 9 tipos de sensilas
(Fig.2): una propioreceptora denominada Bohm Bristles o setas Bohm (BB), dos sensilas
tricoideas (ST1, ST2), dos sensilas basiconicas (SB1, SB2), tres sensilas planas estriadas
(SPE1, SPE2, SPE3) y una sensila falciforme (SF). Las caracteristicas morfologicas se
describen en el Cuadro 2. Los resultados de este estudio de morfologia externa de las sensillas
antenales de R. nigerrimus, concuerdan con los resultados obtenidos en otros estudios

realizados con curculionidos (Smith et al., 1976; Yan et al., 2011). Cabe destacar que las
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sensilas espatuladas no son muy comunes en curculiénidos (Yan et al., 2011). La

discriminacion de hospederos se relaciona con la morfologia antenal (Lopes et al., 2002;

Ansebo et al., 2005; Vogt, 2005). La descripcion morfoldgica de las sensillas antenales de

los machos y de las hembras de R. nigerrimus es un punto de referencia para realizar mas

estudios sobre el funcionamiento del sistema sensorial del insecto.

Cuadro 1. Promedios de longitud y ancho M + EE (um) de los segmentos antenales de adultos de

machos y hembras de Rhyssomatus nigerrimus (n=20).

Flagelémero
S Es Pe 1 2 3 4 5 6 Maza
antenal
M 649.7+12.8§ 241.242§ 148.1+1.3§ 112.8+1.9§ 109.541.7§ 106.7£1§ 105.9+6.3§ 124.7+1.8  284.9+0.7§
H 711.0£25.2§ 255.4+1.3§ 190.7+¢1.0§ 126.6£1.3§ 121.1+1.3§ 111.7£1§ 117.9+0.7§ 128+0.9 306+0.5§
M 77.6+£33.0 67.3+3.1 59+1.9 79.9+1.2 87.8+1 92.8+7 103.1+£1.9  117.243.1  203.9+1.9§
H 81.1£25.5 69.8+2.4 63£2.7 79.3 £1.7 88.3t1.4 94+2.7 103.1+1.5 122+0.6 198+0.6§

L=Longitud; A=Ancho; M=macho; H=hembra; S=sexo; Es=Escapo; Pe=pedicelo; fl= flagelomero 1; f2=
flagelomero 2; f3= flagelomero 3; f4= flagelomero 4; 5= flagelomero 5; f6= flageldémero 6 y f7= club antenal.
(*) Indica diferencia estadistica significativa entre sexos. (§) Indica diferencia estadistica altamente significativa

entre sexos.

Cuadro 2. Tipos de sensilas en las antenas de machos y hembras de Rhyssomatus nigerrimus (nm).

Tipo de sensila

BB

ST1

ST2

SB1

SB2

SAEI

SAE2

SAE3

SF

Caracteristicas morfologicas de las sensilas

Sexo n  Longitud (um) Ancho (um) Apice Superficie Forma Socket
M 240 6.8 £ 0.1** 1.8 +£0.04** Recto Lisa Recta Estrecho
H 240 9.4 +0.2%* 2.5+ 0.05%* Recto Lisa Recta Estrecho
M 180 29.1+£04**  2.01=+0.06% Curvo EL Recta Estrecho
H 180  25.7+£0.4%* 2.2+0.03* Curvo EL Recta Estrecho
M 200 33.2+0.3 2 +0.04** Agudo EL Recta Estrecho
H 220 326+04 2.5+0.0%* Agudo EL Recta Estrecho
M 200 13.9+£0.1%* 1.4 +£0.03** Redondeada LELA Recta Estrecho
H 150 11.9 + 0.2** 2.6 £0.04**  Redondeada LELA Recta Estrecho
M 170 54+0.1 2.7 +£0.04%* Agudo Lisa Recta Estrecho
H 182 7.8+0.5 2.5+0.1%* Agudo Lisa Recta Estrecho
M 260 589+ 1.1 42 +£0.1%* Plana EL Aplanada  Estrecho
H 280 57.2+0.7 5.5+£0.1** Plana EL Aplanada  Estrecho
M 80 97.6 £ 1.9%* 4.7+ 0.1%* Plana EL Aplanada  Estrecho
H 80 824+ 1.1** 56 £0.1*%* Plana EL Aplanada  Estrecho
M 120 35.8+£0.5%* 34+0.1 Redondeada EL Aplanada  Estrecho
H 120 25.7+£0.3%* 2.7+0.03 Redondeada EL Aplanada  Estrecho
M 60 27.9+ 1.1%* 3.7+ 0.2%* Agudo Lisa Aplanada  Estrecho
H 60 16.7 + 0.5%* 2.2 +0.1** Agudo Lisa Aplanada  Estrecho

Medidas: resultados de longitud y ancho (M + EE); (*) Indica diferencia estadistica significativa (columnas); (**) Indica diferencia
estadistica altamente significativa (columna). EL Estrias longitudinales; LELA Lisa con estrias longitudinales hacia el apice
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RESPUESTA CONDUCTUAL DE Catolaccus huteri (HYMENOPTERA:
PTEROMALIDAE) A SENALES VISUALES FORMA Y COLOR
Nadia S. Gomez-Dominguez?, J. R. Lomeli-Flores!, Julio S. Bernal?, Esteban Rodriguez-

Leyval, Juan Cibrian-Tova® y Rene Arzuffi®

INTRODUCCION

La seleccidn de habitat es la primera etapa de la busqueda del huésped por los parasitoides,
los cuales pueden decidir cancelar o utilizar uno de los posibles habitats disponible y
continuar el proceso hasta la parasitacion del huésped. Esta primera etapa esta influenciado
por un fuerte componente hereditario, sin embrago la experiencia acumulada del organismos
puede afectar la seleccion del mismo (Vinson 1998). En una amplia variedad de organismos
la experiencia innata tiene un marcado efecto sobre la decisién de los individuos al
convertirse en adultos (Davis y Sellos 2004), y por otro lado la experiencia que gana un
individuo en la etapa adulta (aprendizaje) puede ayudarle a seleccionar el habitat mas
rentable. Es por ello que la experiencia previa de una hembra puede modificar o afectar la
respuesta de seleccion del huésped por el parasitoide en el proceso de busqueda (Vinson,
1998). La informacidn sobre el aprendizaje en los parasitoides (himenopteros), se encuentra
poco estudiada (Wackers y Lewis, 1994), la mayoria de los estudios se han realizado con
énfasis en las sefiales quimicas, mientras que las investigaciones sobre formas, colores y
tamanos se han estudiado en menor medida (Wardle y Borden 1990; Wéckers y Lewis 1999).
Se ha propuesto que las sefiales visuales y el aprendizaje son importantes en el proceso de
busqueda para los parasitoides sobre todo en especies generalistas (Stireman 2002), debido
a que les permite hacer frente a la variabilidad de las sefiales a las cuales se enfrentan durante

el proceso de busqueda.

IFitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.
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La familia Pteromalidae (Insecta: Hymenoptera) agrupa principalmente parasitoides de
plagas de importancia economica, algunas de las cuales son huéspedes cripticos que se
desarrollan en el interior de frutos, minas o tallos. Catolaccus hunteri Crawford
(Hymenoptera: Pteromalidae) es un ectoparasitoide solitario, de al menos 17 especies de

Curculionidae y dos especies de Bruchidae (Rodriguez-Leyva et al. 2000).

Se reporta como un posible agente de control bioldgico del picudo del chile Anthonomus
eugenii Cano (Schuster 2007). la plaga mas importante de este cultivo en USA, México,
Centroamérica (Riley and Schuster 1992; Rodriguez-Leyva et al. 2007) y recientemente
detectado en Holanda e Italia y erradicado el primer pais (EPPO 2011, Speranza et al., 2014).
Aunque existe interés bioldgico en el parasitoide C. hunteri, se desconocen los mecanismos
de localizacién y aceptacion de sus huéspedes. Este parasitoide ataca huéspedes cripticos,
larvas de ultimo instar en semillas para el caso de Bruchidae y larvas de 3er instar de A.
eugenii en frutos de chile. Se asume que utiliza sefiales fisicas, quimicas y mecanicas
provenientes del huésped o de su entorno como se ha sefialado para otros parasitoides (Mbata
et al. 2005; Onagbola and Fadamiro 2011). Schuster (2012) indicé una respuesta innata de
este parasitoide hacia la sefiale visual color, pero hasta el momento no se tiene certeza sobre
la influencia de la forma de los objetos en los procesos de busqueda y localizacion de
huéspedes. El presente trabajo se llevo a cabo para entender si la sensibilizacion a una sefial
visual influye en el proceso de blsqueda del habitat por el parasitoide.

MATERIALES Y METODOS

Para determinar la capacidad de asociacion de C. hunteri a las combinacién de sefiales
visuales. Se colocaron 20 hembras del parasitoide de 11 dias de edad individualmente en
una caja Petri (10x 10x 2cm) donde se llevd acabo un periodo de adiestramiento,
ofreciéndole a cada hembra una ldmina de Parafilm M ® con 16 figuras semicirculares
amarillas que contenian dos larvas de 4to instar de C. maculatus cada una, por un periodo de
12 h durante 7 dias, con un periodo de no exposicion de 12h. Posterior a este entrenamiento
se dejé en ayuno a la hembra por 48h y se procedi6é a examinar su comportamiento en una

prueba eleccién.
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La prueba se realiz6 por un periodo de 20 min en una arena similar a la utilizada en la
sesion de entrenamiento que contenia 8 figuras circulare-amarilla y 8 oval-roja (respuesta de
atraccion innata) ambas vacias, durante dicho periodo se realizaron y registraron las
siguientes observaciones: (i) Primera, segunda y tercera eleccion de figuras, ii) Tiempo de
permanecia en cada eleccion, iii) Intentos de picadura por cada eleccion, y (iv) Numero de
picaduras certeras por eleccion; se realizaron 8 repeticiones con 20 unidades experimentales
cada una. Las elecciones, tiempo de permanencia por eleccion, intentos de picadura en cada
eleccion y picaduras certeras por eleccion, se analizaron por separado mediante una ANOVA
en rangos y prueba de comparacion de medias (Tukey a=0.05) los andlisis se realizaron con

el paquete Statistix 9.1

RESULTADOS Y DISCUSION

Se esperaba obtener una respuesta de aprendizaje asociativo por parte de las hembras del
parasitoide durante el proceso de busqueda del habitat del huésped, es decir, esperabamos
que las hembras respondieran hacia la sefial circular-amarilla a la cual fueron sensibilizados
(entrenado). Sin embrago esto no sucedio en su mayoria, aproximadamente el 97.8 % de las
hembras a prueba en el bioensayo su respuesta de atraccién (primer eleccion) fue a la
combinacion oval-rojo (atraccién innata), prevaleciendo en la mayoria de los caso la misma
atraccion se observo en la segunda eleccion (70%) y en la tercera (89.7%). Esta misma
tendencia se observo para las demés variables observadas, numero de intentos de picadura y
picaduras certeras.

La teoria propuesta para estos resultados es que este parasitoide generalista, se encuentra
ampliamente distribuido en las zonas donde el cultivo del chile en México se cultiva, incluso
el parasitoide mas abundante reportado como parasitoide del picudo del chile en México y
USA (Schuster, 2007, Leyva et al. 200), y al ser parasitoide el 3er estado larval de A. eugenni,
la atraccion a la combinacion rojo-oval se encuentra muy relacionada con los chile que al ser
abortados del fruto, comienzan a madurar rapidamente (por la produccién de etileno),
tornandose rojos, lo cual puede ser un respuesta de atraccion muy fuerte como se observé en
los resultados de atraccion innata, esto puede estar relacionado evolutivamente con la

relacion planta-fitofago.
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TOXICIDAD DE IMIDACLOPRID Y FLONICAMID SOBRE Dicyphus

hesperus (HEMIPTERA: MIRIDAE)

Reyna Vargas Abasolo'*, J. R. Lomeli-Flores?, Esteban Rodriguez-Leyva®, Alfonso
Torres Ruiz?

INTRODUCCION

El principal método de combate de plagas en invernadero es el uso de insecticidas
sistémicos (Nauen et al. 2002; Gharalari et al. 2009), este tipo de insecticidas con este modo
de accion permanecen activos en la planta durante mas tiempo que los de contacto (Nakahira
et al. 2011). Imidacloprid y flonicamid son dos insecticidas de accién sistémica que mas se
utilizan en este método de cultivo ya que han demostrado ser eficaces para el control de
insectos chupadores. Sin embargo, aplicaciones continuas e inadecuadas podrian generar la
resistencia de plagas (Nauen y Denholm, 2005), por ello, es necesaria la implementacion de

otras tacticas de control, como es el uso de enemigos naturales.

La aplicacion conjunta de insecticidas y enemigos naturales en el manejo de plagas en
invernadero cada vez es mas comun (Lemes et al., 2010). Diversos estudios han demostrado
que los enemigos naturales son vulnerables a la aplicacion de muchos plaguicidas, ya que
estos pueden disminuir las poblaciones de insectos benéficos y afectar su establecimiento en
cultivos agricolas (Mizell y Sconyere, 1992; Dong-Soon et al. 2006; Araya et al. 2010).

En la busqueda de enemigos naturales para ser usados como agentes de control bioldgico,
se ha reportado a Dicyphus hesperus Knight (Hemiptera: Miridae), un depredador generalista
zoofit6fago que ha demostrado tener potencial para el control de Trialeurodes vaporariorum
(Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae), Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) y
Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) en jitomate en invernadero
(McGregor et al. 1999; Shipp y Wang, 2006); ademas, Gillespie et al.(2001), observaron que
todas las etapas de desarrollo de este mirido se alimentan de ninfas del psilido de la papa

Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae).

!Fitosanidad-Entomologia y Acarologia. Colegio de Posgraduados campus Montecillos. Km 36.5 Carretera
México-Texcoco, Montecillo, Edo. de México, C.P. 56230, Texcoco, Edo. de México.
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Debido a que D. hesperus tiene habitos fitofagos, los insecticidas empleados para el
control de plagas podrian causar efectos negativos sobre este, no obstante, no se han
reportado estudios donde se demuestre el efecto de los mismos sobre este enemigo natural.
Por ello, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto residual de dos insecticidas sobre

D. hesperus en ensayos de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron dos formulaciones comerciales de insecticidas de accion sistémica de
diferente grupo toxicoldgico: imidacloprid 350 gL, (CONFIDOR, Cia Bayer de México)
perteneciente al grupo de los Neonicotinoides, y flonicamid 500 g L™, (BELEAF GS, FMC
Agroquimica de México S. de R. L. de C.V.) del grupo de las Piridinocarboxamidas. Para
ello, se emplearon hembras de D. hesperus de 2 a 10 d de edad alimentadas con huevos de
Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae). De cada insecticida se utilizé la dosis media
recomendada por el fabricante: 870 mLha de imidacloprid y 250 gha* de flonicamid. Para

preparar las soluciones se tomé como base 400 L de agua.

Para la realizacion del bioensayo se utilizéd plantula de jitomate ((Lycopersicom
esculentum Mill) de 40 dias de edad, libre de insecticidas. Las charolas de germinacién con
la plantula se sumergieron hasta la raiz en la solucién de insecticida por 10 s. Cuatro dias
después, la plantula se trasplant6 en macetas de plastico (19 cm de didmetro x 20 cm de
altura) con sustrato de arena de tezontle y peat moss (Growing Mix®), en una proporcion de
2:1 (V:V). La unidad experimental consistié de una planta de jitomate previamente tratada,
la cual se colocé dentro de una jaula de organza (35 cm de largo x 30 cm de ancho x 60 cm
de alto) en donde se liberaron 15 hembras del mirido y huevos de E. kuehniella sobre una
tira de cinta adhesiva. Las jaulas se colocaron al azar en un invernadero. Se realizaron 10
repeticiones por tratamiento incluyendo al testigo al que se le aplicé agua corriente. La
mortandad se observo después de 24 h. Posteriormente dos veces por semana se retiraron los
miridos y se liberaron nuevos insectos. Este procedimiento se repitio hasta que la mortalidad
fue < 25%, porcentaje que se clasifica como inofensivo de acuerdo con la IOBC para ensayos
en invernadero (Hassan, 1992). Los resultados de mortalidad entre tratamientos se analizaron

mediante una prueba de Kruskall-Wallis con un nivel de significancia de P = 0.05. Debido a
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que se encontraron diferencias significativas entre tratamientos, para la comparacion de

medias se realiz6 una prueba de Bonferroni.
RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto residual de imidacloprid en plantas de jitomate en condiciones de invernadero
(hasta causar mortalidad < 25%) fue de 91 d. En la Figura 1 se presenta graficamente su
evolucion en el tiempo. Flonicamid no fue diferente a testigo (x?=27.68; df=2; P<0.0001), en
este tratamiento se registrO una mortalidad menor de 10% desde la primer semana de
aplicacion del producto, por lo que este insecticida fue inofensivo para el mirido. De acuerdo
con la IOBC para ensayos en invernadero, imidacloprid se ubico en la categoria 4 (altamente

nocivo) y flonicamid en la categoria 1 (inofensivo).
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Figura 1. Mortalidad acumulada de D. hesperus en plantas de jitomate en condiciones de invernadero.
La toxicidad residual de plaguicidas puede estar influenciada por el método de aplicacion
que se emplee, se ha reportado que los insecticidas sistémicos permanecen activos en la
planta durante mas tiempo que los de contacto (Nakahira et al. 2011). En este estudio
imidacloprid se aplico via sistémica y fue inofensivo al mirido hasta después de 90 d. Al
respecto, Figuls et al. (1999) estudiaron el efecto de la toxicidad residual de imidacloprid
sobre dos miridos zoofitéfagos al aplicarlo via foliar y reportaron que este insecticida fue
inofensivo hasta 30 dias despues de la aplicacion del tratamiento. Por otra parte, la velocidad
de disipacion de los insecticidas esta influenciada por factores como: humedad, temperatura,
luz, volatilizacidn, tipo de suelo y por la actividad metabdlica de la planta. Narvaéz et al.
(2012), mencionan que la radiacion UV interfiere en el proceso de degradacion de ciertos

plaguicidas, como es el caso de los neonicotinoides (Maienfisch et al., 2001). En este estudio,
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el efecto residual de imidacloprid se puede deber a que las plantas se encontraban bajo
invernadero confinadas en jaulas, por lo que la cubierta plastica pudo interferir en la

transmision de los rayos uv.

En plantas tratadas con flonicamid no se encontraron efectos adversos en los miridos, una
explicacion que se da es que este insecticida tiene efecto anti alimentario en los insectos, por
lo que necesita de mayor tiempo para manifestar su actividad, ademas la baja mortalidad que
ocasiono, se puede deber a que este producto es selectivo para ciertas plagas de insectos
chupadores, Colomer et al. (2011) reportaron que este insecticida es selectivo principalmente
para &fidos y moscas blancas, al aplicarlo foliar y a través del riego. Al respecto, Morita et
al. (2007) reportdé que Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae) inhibidé su
alimentacion inmediatamente después de ser expuesto a flonicamid, esta actividad de anti

alimentacion no era recuperable hasta ocasionar la muerte del insecto.

Los resultados de este estudio indican que imidacloprid no es compatible con D. hesperus,
por ello, no se recomienda hacer liberaciones de este depredador antes de 91 dias de que se
apligue dicho insecticida. Flonicamid no tiene impacto negativo sobre este mirido, por lo

que puede ser considerado para aplicarlo en combinacién con este depredador.
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INTERACCION DE Dicyphus hesperus (HEMIPTERA: MIRIDAE) EN LA
ACTIVIDAD DE Tamarixia triozae (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE)
SOBRE EL PSILIDO DE LA PAPA

Maria de L. Ramirez-Ahujal®, Esteban Rodriguez-Leyval, J. R. Lomeli-Flores?®y

Alfonso Torres-Ruiz2.

INTRODUCCION

La importancia de Bactericera cockerelli Sulc (Hemiptera: Triozidae) como plaga de
solanaceas en Centroamérica, México, EE.UU. y Nueva Zelanda (Hansen et al. 2008;
Workman y Whiteman, 2009) no solo es por el dafio directo a sus hospederas, sino por su
papel como vector de enfermedades. Para su control tradicionalmente se emplean medidas
culturales y quimicas pero no han sido suficientes y este insecto ha ocasionado la pérdida de
grandes superficies de tomate y papa, por esta razon se piensa que la inclusién de algun
enemigo natural podria hacer mas sustentable y eficiente su manejo (Butler y Trumble 2012;
Cerdn-Gonzalez et al. 2014; Rojas et al. 2015; Calvo et al. 2016).

Aunque existen varios enemigos naturales de B. cockerelli (Butler y Trumble 2012);
Tamarixia triozae Burks (Hymenoptera: Eulophidae) sobresale por varios de sus atributos
biolégicos como ciclo de vida corto y alta capacidad reproductiva, ademas elimina ninfas por
parasitacion y alimentacion (Ceron-Gonzélez et al. 2014; Rojas et al. 2015). Por otro lado,
se ha reportado que el depredador generalista Dicyphus hesperus Knight (Hemiptera:
Miridae) también puede alimentarse de B. cockerelli (Gillespie et al. 2001; Calvo et al. 2016).
Como no existe informacion previa sobre la interaccion de T. triozae y B. cockerelli, el
objetivo de este trabajo fue determinar si D. hesperus depreda ninfas de B. cockerelli
parasitadas por T. triozae en pruebas de no-eleccion y eleccion.

!Fitosanidad- Fitopatologia. Colegio de Postgraduados Km 36.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. De México. Tel: (595) 952 02 29 Fax: (595) 952 02 30.

2Koppert México, S.A. de C.V. Circuito el Marqués Norte 82, Parque Industrial EI Marqués, C.P. 76246 El
Marqués, Querétaro, México.

*Autor de correspondencia: . lulu.ahuja@hotmail.com
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MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Se utilizaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. var.
‘Floradade’) de 90-95 dias de edad. Los ejemplares de B. cockerelli y T. triozae se obtuvieron
de unas crias que se mantienen en el Colegio de Postgraduados desde el 2010, de acuerdo
con la metodologia descrita por Rojas et al. (2015). Los especimenes de Dicyphus hesperus
fueron proporcionados por la empresa Koppert México de una cria experimental que se
mantiene desde el 2014. Los experimentos se realizaron en arenas de observacion, que
consistieron de cajas Petri de 4.5 cm de diametro, con 3 orificios laterales cubiertos con
organza para permitir ventilacion. En la caja Petri se coloco un disco foliar de tomate sobre
papel himedo y después los insectos de acuerdo a los tratamientos respectivos. En todos los
ensayos se utilizaron hembras adultas de D. hesperus de 5 a 9 dias de edad, y previo a su uso

se mantuvieron sin presa por 24 h en la planta de tomate.

Prueba de eleccion y no eleccion de Dicyphus hesperus sobre ninfas parasitadas

Prueba de no eleccién. En cada unidad se colocaron los tratamientos que consistieron de
10 ninfas de B. cockerelli de 4to instar parasitadas por T. triozae con alguno de los siguientes
estados de desarrollo: a) huevo (2 horas después de parasitacion), b) larva madura [4 dias
después de parasitacion (ddp)] y c) pupa madura (8 ddp). Para establecer los dos Gltimos
tratamientos fue necesario recortar el area foliar donde se encontraban fijos y, posteriormente
acomodarlos sobre los discos de hoja de cada unidad experimental. Los datos se analizaron

usando la prueba de “t”.

Prueba de eleccion de D. hesperus. Cada unidad experimental estuvo formada por 30
ninfas de B. cockerelli, 20 de ellas parasitadas por T. triozae y 10 sin parasitar, la ninfas
parasitadas fueron 10 ninfas de 4to instar parasitadas con larva madura de T. triozae y 10
ninfas parasitadas con pupa madura de T. triozae. Los datos se analizaron con la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (aproximacion a X?), y separacion de medias mediante el
método de Bonferroni. Todas las unidades experimentales se mantuvieron en camara de cria
(25+£1°C, 60£10% HR y 16:8 L: O) por 24 h, y en todas las pruebas se realizaron 30

repeticiones con su testigo. La variable respuesta fue el nimero de ninfas consumidas por
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unidad, esto se determind mediante observacion directa, usando un microscopio

estereoscopico a las 24 h de establecidas las unidades experimentales.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la prueba de no-eleccion D. hesperus se alimento en la misma proporcion de ninfas sin
parasitar y ninfas recién parasitadas (estado de huevo de T. triozae). En estos dos tratamientos
ocurrid la maxima depredacién y no hubo diferencias estadisticas entre ellos (p=0.9541). No
obstante, D. hesperus disminuyd la depredacién conforme aumenté el estado de desarrollo
de T. triozae en las ninfas parasitadas (Fig. 1; p<0.0001), es decir se alimentd menos de ninfas
parasitadas con larva y pupa madura de T. triozae. En la prueba de eleccién, cuando se le
ofrecié al depredador ninfas parasitadas con larva, con pupa y ninfas sin parasitar, se
confirmé que prefiere a las ninfas sin parasitar (Kruskal-Wallis df= 3; x*= 86.68; p<0.0001).
Ademas, conforme avanzo el estado de desarrollo de T. triozae, D. hesperus consumio menos

ninfas y no depredd ninfas parasitadas en estado de pupa (Fig. 2).

En la interaccion de depredadores con parasitoides puede ocurrir depredacion intragremial
(McGregor y Gillespie 2005; Labbe et al. 2006). Por ejemplo, el uso combinado de algunos
miridos como Macrolophus caliginosus Wagner, Nesidiocoris tenuis Reuter (Hemiptera:
Miridae) y Encarsia formosa Gahan (Hymenoptera: Aphelinidae) es eficaz para el control de
Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae), aunque el depredador se
puede alimentar del parasitoide y puede disminuir su abundancia. Nuestros resultados
coinciden con Castafié et al. (2004) donde los miridos M. caliginosus y Dicyphus tamaninii
Wagner rechazaron ninfas de T. vaporariorum parasitadas con pupa por Encarsia formosa.
Hernandez-Moreno et al. (2012) encontraron resultados similares, donde los adultos de
Cryptolaemus montrouzieri Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae) discriminaron ninfas de
Maconellicoccus hirsutus Green (Hemiptera: Pseudococcidae) parasitadas con pupa madura

de Anagyrus kamali.

Dicyphus hesperus se alimentd de ninfas de B. cockerelli parasitadas por T. triozae en
estado de huevo; pero cuando el parasitoide estuvo en estado de larva esta depredacion

disminuyd, y en el estado de pupa D. hesperus evito la depredacion. Esta discriminacion
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podria explicarse porque el depredador pudiera reconocer estados avanzados de parasitacion
por su morfologia, o porque la cuticula de la ninfa parasitada con pupa se endurece y dificulta
la alimentacion del depredador (Hoelmer et al. 1994). Aungue se necesitan mas trabajos de
ecologia para responder si es posible utilizar juntos a estos dos enemigos naturales en una
condicion real, los resultados sugieren que podria existir sinergismo al introducir a D.
hesperus y T. triozae en un programa de manejo integrado contra B. cockerelli porque D.
hesperus puede discriminar entre ninfas parasitadas en estado de larva madura y pupa de las
ninfas no parasitadas.
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Figura 1. Ninfas depredadas por D. hesper Figura 2. Ninfas depredadas por D. hesperus en
prueba de no-eleccién sobre ninfas de 4to insi pruebas de eleccion sobre ninfas de 4to instar de B.
B. cockerelli parasitadas por T. triozae con huey cockerelli parasitadas por T. triozae con larva (4 dias
de parasitacion), con larva (4 dias de parasita de parasitacion), con pupa (8 dias de parasitacion) y
con pupa (8 dias de parasitacion) y su testigo (r ninfas sin parasitar. Comparacion de medias por el
sin parasitar). Prueba de “t” a) indica P>0.95: método de Bonferroni.

indica P<0.0001 y * P< 0.0001.
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