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PRESENTACION

Los avances de investigacion son un evento que se lleva a cabo de forma anual desde los
inicios del Colegio de Postgraduados. Dentro del posgrado de Fitosanidad, es uno de los
eventos mas importantes, en el cual se expone el progreso de los diferentes trabajos de
investigacion que los estudiantes han logrado durante sus estudios de posgrado en esta
institucion. A través de la preparacion de un resumen escrito, se busca que los estudiantes
adquieran experiencia en presentar de manera clara y concisa los resultados obtenidos
durante la realizacion de sus proyectos de investigacion. Ademas, se considera una excelente
oportunidad para que la comunidad cientifica, tanto dentro como fuera del Colegio de
Postgraduados, conozca los proyectos cientificos que el Posgrado de Fitosanidad esta
Ilevando a cabo actualmente, los cuales estan relacionados con la proteccion vegetal en las

areas de Fitopatologia y Entomologia-Acarologia.

En esta memoria se recopilan 30 resumenes de diferentes proyectos de investigacion, los
cuales representan los trabajos realizados por estudiantes que ingresaron entre 2021 y 2023
en los programas de Maestria y Doctorado. Los 30 resimenes se agrupan en las siguientes
areas: investigacion en hortalizas, acarologia, investigacion en aguacate, estudios
taxondmicos, cultivos industriales, cultivos basicos, métodos alternativos de combate,
innovacion agricola, investigacion en frutillas y ornamentales.

Adicionalmente, se incluyen cinco exposiciones de carteles elaborados por estudiantes de
licenciatura que realizaron su tesis dentro del Posgrado. Estos trabajos reflejan el impacto y
la vinculacion del posgrado con la formacion de nuevos profesionistas en el &rea, brindando
a los estudiantes de licenciatura la oportunidad de desarrollar investigacion y contribuir al
avance del conocimiento en Fitosanidad.
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DINAMICA DE LA ASOCIACION ENTRE PLANTAS ARVENSES E
INSECTOS, POSIBLES VECTORES DE VIRUS, EN EL CULTIVO DE
MELON

Cinthia Irais Rodriguez Diaz*!, Maria del Pilar Rodriguez Guzman?, Daniel Leobardo Ochoa Martinez?,

Candelario Ortega Acosta?, Laura Delia Ortega Arenas2.

Posgrado en Fitosanidad, programa de !Fitopatologia, 2Entomologia. Colegio de Postgraduados Campus

Montecillo *rodriguez.conthia@colpos.mx
INTRODUCCION

Las arvenses no son sélo organismos que compiten con los cultivos, también presentan
importancia ecologica dentro de un agroecosistema, tanto respecto al suelo y su conservacion,
como en la presencia de insectos polinizadores y enemigos naturales. Por ejemplo, las arvenses
evitan la erosion del suelo, reciclan los nutrientes y minerales presentes, regulan las aguas
de escorrentia, son fuente de refugio y alimento para polinizadores y enemigos naturales;
y también conservan la biodiversidad genética del agroecosistema (Blanco et al. 2007). Dentro
de un agroecosistema, el cultivo, los polinizadores, insectos vectores de virus e insectos
enemigos naturales de estos ultimos estan altamente relacionados y especializados a nivel de
red ecoldgica con una estructura de grupos funcionales complementarios (Aguado, et al.
2019). ElI meldn (Cucumis melo L.) es un cultivo tropical considerado de alto valor
comercial, con centro de origen reportado en Asia central y Africa, encontrandose su mayor
diversidad boténica en India, Irdn, Afganistan y China (Waage & Greathead, 1986). Este
cultivo interactia con diversos organismos dentro de un agroecosistema como lo son los
virus fitopatogenos, los insectos vectores de virus, insectos benéficos y las arvenses. Con
base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo es conocer la dinamica de la
asociacion entre plantas arvenses e insectos, posibles vectores de virus y sus densidades

poblacionales, en el cultivo de meldn.
MATERIALES Y METODOS

Se seleccion6 una parcela comercial de melén, en Jojutla, Morelos, durante todo el ciclo
del cultivo (febrero a mayo de 2023) Unicamente se realizd una remocion manual de las
arvenses y una aplicacion de insecticida. El cultivo de melon fue de temporal. La toma de
8

muestras se



efectud en seis fechas del 2023: 10 de marzo, fase vegetativa; (F1); 17 de marzo (F2), fase

vegetativa, entrando a floracion; 31 de marzo (F3), floracion; 14 de abril (F4), amarre y llenado

de frutos; 5 de mayo (F5), llenado de frutos y etapa de cosecha; y, 19 de mayo (F6), cosecha.

Muestreo de plantas arvenses. EI muestreo se realizé en seis sitios exteriores de la parcela,
y, doce dentro de la parcela, cada sitio se mantuvo fijo, refiriéndose con una estaca de madera
etiquetada. Los sitios interiores se determinaron siguiendo un transecto en forma de “W” (Fig.
1). Se seleccionaron arvenses con sintomas asociados a virus, que estuvieran proximas a alguna
planta de meldn con sintomas de virosis. Muestreandose hoja y flores, cuando estaban presentes,
transportandose en hieleras con geles refrigerantes, y almacenandose a -4° C, en el Laboratorio
de Virologia del colegio de postgraduados.

Figura 1. e Sitios y transecto interno de muestreo. ~ Posicién de trampas amarillas pegajosas.

En cada muestreo se colectaron 18 muestras de diferentes especies de arvenses, seis al
exterior y doce al interior, de la parcela. El total de plantas arvenses en los seis muestreos fue
de 108 muestras, las cuales se mantuvieron bajo condiciones de temperatura de -4 °C hasta su
extraccion de ARN total usando el Kit de Promega SV Total RNA Isolation System; siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las 108 extracciones de ARN total, resultantes, se cuantificaron
en un espectrofotometro, NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fishe Scientific Inc.). Cada
muestra le analiz6 con una prueba de PCR convencional de dos pasos para buscar la presencia
del gen 18s como control endégeno para seleccionar a aquellas muestras que cumplian los
requisitos para deteccion molecular de organismos mediante el ARN extraido. La electroforesis

se realizo en gel de agarosa al 1%, para visualizar los productos de PCR del gen enddgeno 18s.

De las 83 muestras que amplificaron el fragmento esperado, se seleccionaron 18, para

realizar pruebas de RT-PCR para virus de los géneros Potyvirus (Chen et al 2001), Begomovirus



y Cucumber Mosaic Virus (CMV). Las 18 extracciones elegidas representan las seis fechas de

muestreo.

Diversidad y densidad poblacional de arvenses. En cada punto de muestreo indicado arriba
(Fig. 1), se arrojo un cuadrante circular de 34 cm de didmetro; las arvenses al interior del area
del cuadrante, se contabilizaban y registraban. Este proceso contd con tres repeticiones por sitio
de muestreo, en cada una de las seis fechas de muestreo. La diversidad de arvenses se determiné

aplicando el indice de Shannon (H’).

Conservacion e identificacion de plantas arvenses. Se efectto un recorrido al interior y
exterior de la parcela de meldn para seleccionar cinco individuos de cada una de las especies de
arvenses identificadas, con el propdsito de prensarlas, montarlas en cartulinas para su resguardo
en el HERBARIO-HORTORIO CHAPA del Posgrado en Botanica, del Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Edo. Méx. (Cuadro 1).

Fluctuacion poblacional de plantas arvenses y de insectos asociados a la transmision de
virus. En la parcela mencionada, se colocaron ocho trampas amarillas, cuadriculadas,
rectangulares, de 1350 cm? con pegamento comercial, para trampeo de insectos; seis ubicadas
en los mismos sitios exteriores donde se tomaron las muestras de plantas arvenses y dos trampas
colocadas de manera equidistante al interior de la parcela (Fig. 1). Las trampas se cambiaron,
en cada una de las seis fechas de muestreo, teniendo al final, un total de 48 trampas amarillas.
En cada una de las 48 trampas amarillas, se seleccionaron al azar 10 cuadros de 4 cm?, cada uno;
mediante microscopio estereoscopico se contaron los individuos de los cuatro principales grupos
de insectos vectores de virus (mosca blanca, afidos, trips y chicharritas). Los datos se
promediaron y extrapolaron al area total de la trampa, por fecha de muestreo. Los datos
obtenidos en los conteos tanto de plantas arvenses como de insectos se graficaron en relacion a
las fechas de muestreo (F1, F2, F3, F4, F5, F6).

RESULTADOS Y DISCUSION

Diversidad de arvenses. La sintomatologia de virus en arvenses fue muy variada, y en
algunos casos, estaba mezclada con sintomas asociados a otros fitopatdgenos, en cada sitio de
muestreo hubo al menos una arvense con sintomas de virosis. Entre los sintomas observados

estuvieron, necrosis, clorosis y mosaicos. Se encontraron 17 especies de arvenses asociadas al
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cultivo de meldn; las tres especies mas frecuentemente encontradas fueron Cyperus. esculentus,

Euphorbia ophthalmica y Amaranthus hybridus. El indice de Shannon tuvo un valor de H’=
1.92 indicando que en general se tiene una baja diversidad (Cuadro 1). La identificacién

taxondmica de los ejemplares solo se ha realizado de manera preliminar hasta ahora.

Cuadro 1. Especies de arvenses encontradas, su frecuencia y fechas de muestreos en las que

fueron encontradas.

N°  Especie N° deveces Fechas de muestreo
encontrada

1 Cyperus spp 265 1,2,3,4,5y6

2  Euphorbia ophthalmica 188 1,2,3,4,5y6

3 Amaranthus hybridus 83 1,2,3,4,5y6

4  Portulaca oleracea 60 1,4,5y6

5  Sorghum halepense 34 5y6

6  Parthenium bipinnatifidum 33 4,5y6

7 Sisymbrium irio 23 1,2,3,4,5y6

8  Ipomoea purpurea 21 1,3,5y6

9  Cynodon dactylon 18 4,5y6

10 Galinsoga parviflora 7 3,4,5y6

11  Bidens odorata 5 4y5

12 Ricinus communis 6 1,4,5y6

13  Euphorbia dentata 3 3,4y6

14  Taraxacum oficinarum 2 5

15  Eragrostis tenuifolia 2 4

16  Desmanthus spp 1 5

17  Physalis nicandroides 1 6

Deteccion de los géneros Begomovirus, Potyvirus y CMV. Tres individuos de plantas
arvenses, dos de E. ophthalmica y una de A. hybridus, presentaron una amplificacion esperada
de 500bp para Begomovirus. Por otra parte, no se presentd amplificacion a la altura esperada,
en las muestras de ARN de plantas arvenses para CMV 600bp. Es decir, fueron negativas para
CMV. Igualmente, no se presentd amplificacion de banda a la altura esperada de 750bp para
Potyvirus en las arvenses seleccionadas. Las muestras con la amplificacion esperada para
Begomovirus se enviardn a secuenciar a Macrogen, Corea; posteriormente se realizard la
secuencia consenso mediante el software BioEdit 7.2 y se correrdn en la base de datos de

BLAST-n para conocer su porcentaje de identidad con los virus reportados en dicha base.

Con respecto a la densidad poblacional de los insectos asociados con la transmision de virus

(Fig. 2), la mosca blanca presentd un total de 21108 individuos totales en los seis muestreos y
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un pico poblacional de 7408 individuos en la fecha dos; los trips tuvieron 3062 individuos totales

y un pico poblacional en el muestreo cuatro, con 1560 individuos; los afidos tuvieron un total
de 1154 individuos, con 460 individuos en la fecha de muestreo cinco, y; las chicharritas tuvo
273 individuos totales, contando con 67 individuos en la primera fecha de muestreo, que fue el
mayor pico poblacional.

Densidad poblacional de vectores por muestreo

Figura 2. Gréfica de densidad poblacional de grupos de vectores por muestreo
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INTRODUCCION

Las nanoparticulas (NPs) tienen un tamafio menor a 100 nm y muestran una alta relacion
superficie/volumen, lo que les confiere una alta eficacia para interactuar y penetrar las membranas
microbianas (Morones et al., 2005). Las propiedades fisicas y quimicas de las NPs tienen una
variedad de aplicaciones en diferentes areas como la medicina, la electrénica, la industria mecanica,
manufacturera y de materiales. En la agricultura, las NPs son capaces de mejorar la tolerancia de
las plantas contra diferentes tipos de estrés abidticos como la sequia o la salinidad (Nawaz et al.,
2023; Vishwakarma et al., 2023)

En la dltima década se han realizado diferentes trabajos en todo el mundo para evaluar el efecto de
nanoparticulas contra un grupo diverso de patégenos incluidos los virus, hongos y bacterias,
obteniendo resultados prometedores. Sin embargo, ain quedan muchas preguntas por dilucidar y
aspectos técnicos que abordar, ya que actualmente no hay un conceso sobre el efecto de

nanoparticulas en diferentes patosistemas.

En especial se ha observado que hay escasos trabajos sobre el efecto de nanoparticulas con
bacterias no cultivables. La naturaleza no cultivable genera obstaculos para estudiar el efecto de
las nanoparticulas en estos patdgenos, (Naranjo et al., 2020). Para llegar a dilucidar el efecto de las
nanoparticulas en estos sistemas complejos, es conveniente evaluar otros patosistemas que
permitan realizar pruebas in vitro, ya que estos ensayos son cruciales para dilucidar el efecto y
mecanismo de accién de la nanoparticula de interés. Por lo anterior, el objetivo de este estudio es

realizar una evaluacion comparativa del efecto de AgNP, ZnONP y SiO,NP en dos patosistemas
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diferentes: Candidatus Liberibacter solanacearum en chile y Pseudomonas syringae pv. tomato en

el cultivo de tomate.
MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se realizaron en el laboratorio 209 del Programa de Fitosanidad del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo, ubicado en el municipio de Texcoco, Estado de México.

Para las pruebas in vivo se emplearon plantas de tomate variedad "Rio Grande", se usé un disefio
experimental completamente al azar con cuatro tratamientos y seis repeticiones: el T1 se asigné al
testigo el cudl consistid en rociar agua destilada estéril en dos ocasiones previas a la inoculacion
(una por dia); el T2, T3, T4 consistio en la aplicacion foliar de ZnONP a una concentracion de 50,

150 y 250 ppm, respectivamente, igualmente se aplico dos veces antes de la inoculacion.

Las AgNP, se compraron a la empresa Investigacion y Desarrollo de Nanomateriales S.A. de C.
V., nimero de producto Ag-1D01. Las ZnONP fueron sintetizadas por el método hidrotermal, en
la Universidad de Guadalajara. La cepa de Pseudomonas syringae pv. tomato, fue proporcionada

por el area de Bacterias Fitopatdgenas del Colegio de Posgraduados.

La inoculacion consistié en rociar foliarmente 5 mL de una suspension bacteriana a una
concentracion de 1 x 10" UFC. La bacteria que se uso para realizar la suspension tenia 24 horas
de crecimiento en medio B de King.

El nimero de lesiones y el porcentaje de severidad se calcul6 con el programa ImageJ y el analisis
de varianza ANOVA y la prueba de Tukey HSD (P <0,05) se realiz6 usando el software estadistico
R version 4.3.1.

Ensayos de inhibicion in vitro

Para explorar las propiedades antibacterianas de ZNONP y AgNP, se utilizé la técnica de difusion
en disco de agar. Se empled una concentracién de 500 ppm para cada nanoparticula, se utilizo
estreptomicina a una concentracion de 0.6 g/L y agua destilada estéril como control positivo y
negativo, respectivamente. El procedimiento fue el siguiente: en condiciones estériles, se vertio
250 pL de suspension bacteriana a una concentracion (1 x 108 UFC) en una caja Petri con medio
B de King y se homogenizé con perlas de cristal. Posteriormente se colocaron cuatro discos de
papel filtro, uno por cada tratamiento. Después de incubar a 30 °C durante 24 h, la actividad

antimicrobiana se determiné midiendo la zona de inhibicion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A los seis dias después de la inoculacion iniciaron los sintomas, las hojas exhibieron lesiones
pequefias de color marrén oscuro a negro rodeadas de halos cloréticos, los cuales corresponden
con los sintomas reportados en la literatura (Valenzuela et al., 2022). Sin embargo, el nimero de
lesiones por hoja y el porcentaje de severidad fue estadisticamente diferente entre los tratamientos,
y en especial entre el testigo y los tratamientos donde se aplicaron nanoparticulas, donde el testigo
presentd el mayor namero de lesiones y el mayor porcentaje de severidad, caso opuesto, el
tratamiento donde se aplic 250 ppm de ZnONP presentd un menor nimero de lesiones y menor
porcentaje de severidad. Resultados similares encontraron en un estudio donde se aplicaron
nanoparticulas de ZnO 24 horas antes de la inoculacién con TMV (Tobacco Mosaic Virus) en

plantas de jitomate (Elsharkawy et al., 2020).
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Figura 1. Efecto de ZnONP en el nimero de lesiones. Testigo (T1); ZnONP, 50 ppm (T2); ZnONP, 150 ppm (T3) y ZnONP 250 ppm (T4).
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Figura 2. Efecto de ZnONP en el porcentaje de severidad. Testigo (T1); ZnONP, 50 ppm (T2); ZnONP, 150 ppm (T3) y ZnONP 250 ppm (T4)
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Figura 3. Efecto de ZnONP contra Pseudomonas syringae pv. tomato. Testigo (A); ZnONP, 50 ppm (B); ZnONP, 150 ppm (C) y ZnONP 250
ppm (D).

En los ensayos in vitro se identifico un efecto antagonista de las ZnONP y AgNP contra
Pseudomonas syringae pv. tomato, se observo un halo de inhibicion en la periferia del disco, el
diametro del halo era menor que el control positivo donde se aplicd estreptomicina. Con respecto
a este resultado hay diferentes estudios que reportan que las ZnNP tienen propiedad bactericida
(Parveen & Siddiqui, 2021) al igual que las AgNP contra Ralstonia solanacearum (Chen, 2016).

Los resultados indican que Pseudomonas syringae pv. tomato es sensible a las nanoparticulas de
AgNP y ZnONP a una concentracién de 500 ppm. Ademas, la aplicacion foliar de ZnONP redujo
el nimero de lesiones ocasionados por esta bacteria en tomate. ES necesario realizar los
experimentos faltantes para poder dilucidar las preguntas planteadas al inicio de la investigacion.
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INTRODUCCION
Los piojos harinosos (Hemiptera: Pseudococcidae) son plaga de cultivos horticolas, frutales y

forestales en el mundo (SFE, 2015). Estos insectos causan dafios directos e indirectos, los primeros
al alimentarse de la savia y excretar mielecilla; ademads, pueden inyectar toxinas o transmitir virus
(SFE, 2015). Los dafios indirectos se relacionan con su presencia en el fruto botanico o comercial,
lo que ocasiona el rechazo de su comercializacion (Palma-Jiménez et al., 2019). En la ultima
década se ha reportado un incremento en la incidencia y dafio por piojo harinosos en hortalizas
(Gastelum et al., 2016). Especificamente en Espafa, y algunos otros paises de Europa, se ha
registrado a Planococcus citri, Phenacoccus madeirensis, Phenacoccus solani y Pseudococcus
comstocki atacando cultivos de pimiento, berenjena, sandia, pepino, melon y tomate (Moreno,
2012; Navarro et al., 2014). En México solo esta reportado Phenacoccus spp. en chile pimiento en
malla sombra en Sinaloa (Gastélum et al., 2014), P. madeirensis en pimiento en invernadero en
Texcoco, Estado de México y P. solenopsis en algodonero en Mexicali, Baja California (Lomeli-
Flores et al., 2021). Una de las principales tacticas para el control de piojos harinoso es el control
biologico clasico y por aumento, y se han utilizado diversos enemigos naturales (Beltra et al.,
2013). Para el control del piojo harinoso de la papaya en Estados Unidos se liber6 a Acerophagus
papayae, Pseudleptomastix mexicana y Anagyrus loecki (Myrick et al., 2014), mientras que, para
el control de piojos harinosos en Chile, Estados unidos, Pakistin e India se ha utilizado a
Cryptolaemus montrouzieri (Rojas, 2005; Gunawardana y Hemachandra, 2020). Este depredador
en conjunto con Anagyrus kamali se utilizo para el control de Maconellicoccus hirsutus en México
(Garcia-Valente et al., 2009). Ante un aparente incremento de piojos harinosos en vegetales en
agricultura protegida en México (Gastelum et al., 2016), la falta del conocimiento de la fauna nativa
(enemigos naturales) y de las restricciones, en cumplimiento a medidas fitosanitarias

internacionales, de desplazar los enemigos naturales que se utilizan en otros paises (Vasseur et al.,
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2018), El objetivo de este trabajo fue identificar las especies de piojos harinosos que estdn atacando

hortalizas en agricultura protegida en México y sus enemigos naturales asociados.

MATERIALES Y METODOS
Muestreos. Se realizaron muestreos dirigidos en diferentes areas horticolas de México, y en

muchas ocasiones se tuvo la colaboracién de empresas productoras de hortalizas. Se recolecto
material de pimiento, pepino, jitomate, chile guajillo y chile hueco cultivados bajo malla sombra e
invernadero. Las hembras adultas se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml con alcohol al 70 %.
Ademas, en un recipiente de 200 ml con ventilacion se recolectaron ninfas de diferentes tamafios
y adultas de piojos harinosos que se encontraron en brotes de la planta, y se espero la emergencia
de los enemigos naturales asociados; a cada muestra se le coloco una etiqueta de identificacion con
los datos de recolecta.

Identificacion de piojos harinosos y enemigos naturales. Todas las muestras se trasladaron al
laboratorio de control bioldgico del Colegio de Postgraduados. Las hembras adultas en alcohol se
colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml con KOH al 10% y se calentaron a 80° C durante 10
minutos (AccuBlock, Labnet, Edison, NJ). Se utiliz6 la técnica de Kosztarab para el procesamiento
y montaje de hembras adultas (Lomeli-Flores et al., 2021). Las muestras de material vivo se
colocaron en recipientes con ventilacion a 25 £ 2 °C, 75 £ 5% HR y 12:12 h L: O, y se espero la
emergencia de enemigos naturales. Los piojos harinosos se identificaron utilizando las claves de
Williams y Granara de Willink (1992). Para la preservacion de los parasitoides se utilizo la técnica
de Lomeli-Flores et al. (2021), para realizar la identificacion utilizando claves dicotomicas de
acuerdo con la familia taxondmica. Las especies de piojos harinosos y parasitoides asociados
fueron corroboradas por el Dr. Héctor Gonzalez Hernandez y el Dr. J. Refugio Lomeli Flores,
especialistas de esos grupos, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se recolectaron cuatro especies de piojos harinosos en cultivos horticolas cultivados en malla

sombra o invernaderos de 13 sitios en siete entidades federativas (Cuadro 1). S6lo se recuperaron
enemigos naturales de Texcoco, Estado de México; Vallejos y Santa Teresa, San Luis Potosi;
Chulavista, Sinaloa; Jala, Nayarit y El Rosal, Michoacan (Cuadro 1).

Cuadro 1. Piojos harinosos recolectados de hortalizas cultivadas en malla sombra o

invernadero, hospederos, y enemigos naturales asociados.

Piojos harinosos Lugar de recolecta Hospedero Enemigos naturales

Acerophagus angelicus
Aenasius arizonensis
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Phenacoccus
solani

Phenacoccus
solenopsis

Ferrisia virgata
Phenacoccus
madeirensis

Chulavista, Culiacan, Sinaloa

Dicarnosis ripariensis
Pimiento Cheiloneurus sp.
Ectromatopsis americana

El Rosal, Michoacan Pimiento

Texcoco, Estado de México Pepino

Aquixtla, Puebla Jitomate

Jala, Nayarit Pimiento

La piedad, Michoacan Pimiento

El Rosal, Penjamo, Guanajuato Pimiento

El Rosal, Unidad Sabora 1, Penjamo, Pimiento

Guanajuato

Etzatlan, Jalisco Pimiento

Texcoco, Estado de México Jitomate Anagyrus paralia, Chartocerus
sp., y otras

La Libertad, Cd. Victoria, Tamaulipas Jitomate

Vallejos, San Luis Potosi Tomate Cecidomyiidae

Aguaruto, Culiacan, Sinaloa Tomate

Santa Teresa, San Luis, Potosi Tomate Aenasius arizonensis

Piedra colorada, San Luis Potosi Chile guajillo

Revalin, San Luis Potosi Chile hueco

Costa Rica, Culiacan, Sinaloa Pimiento

El Dorado, Guasave, Sinaloa Pimiento

Jala, Nayarit Pimiento

Culiacan, Sinaloa Pimiento

El Rosal, Pénjamo, Guanajuato Pimiento

Aguaruto, Culiacan, Sinaloa Jitomate

Jala, Nayarit Pimiento -

Texcoco, Estado de México Pimiento Dicarnosis ripariensis
Anagyrus tristis
Allotropa sp.

Texcoco, Estado de México Jitomate Dicarnosis ripariensis y otras

El Rosal, Unidad sabora 1, Pénjamo, Pimiento

Guanajuato

Querétaro, Querétaro Pimiento

Juventino rosas, Guanajuato

Pimiento mini bell

El Rosal, Unidad sabora 2, Pénjamo,
Guanajuato

Pimiento mini bell

Las cuatro especies de piojos harinosos reportadas en esta investigacion en hortalizas ya se

han reportado en otros paises, principalmente en frutales y ornamentales (Moreno, 2012). En
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Me¢éxico no se tenian registradas en estas hortalizas en agricultura protegida, ni tampoco sobre ésas

en campo abierto. Por ejemplo: P. solani esta reportada sobre chile y jitomate (Beltray Soto, 2011;
Chatzidimitriou et al., 2016), pero no se tenia registrada sobre pepino, mientras que F. virgata esta
reportada en frutales y algunas hortalizas, como papa y tomate (Da Silva-Torres et al., 2013) pero
no se habia encontrado en chile pimiento. P. solenopsis y P. madeirensis ya estan reportadas sobre
chile y jitomate (Spodek et al., 2018; Lomeli-Flores ef al., 2021; Williams, D.J., & Granara de
Willink), como se encontrd en esta investigacion.

Las dos especies de parasitoides identificados asociados a P. solenopsis ya se han reportado
anteriormente (Noyes, 2024); no obstante, las tres y cinco especies de parasitoides asociados a P,
madeirensis y P. solani, respectivamente, no estan reportadas para estas dos especies de piojos
harinosos, excepto D. ripariensis que ya se tiene registrada como parasitoide de P. madeirensis
(Lomeli-Flores et al., 2021).

En este trabajo se registraron cuatro especies de piojos. Ademas, se registraron siete géneros
de parasitoides asociados a P. solani, P. solenopsis y P. madeirensis. Se desconoce como llegaron
a México, y que tan rapido se adaptaron al ambiente. Estos resultados indican la necesidad de
realizar mas exploracion en diferentes areas de México para la identificacion de piojos harinosos
por cultivo y sus enemigos naturales asociados.
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INTRODUCCION

Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), o palomilla dorso de diamante (PDD), es una
plaga de distribucién cosmopolita y se considera la principal plaga de importancia econémica en
brasicéaceas (Talekar y Shelton, 1993; Zalucki et al., 2012). Para su combate se recomienda el Ma-
nejo Integrado de Plagas (MIP) (Talekar y Shelton, 1993), donde es indispensable considerar la
contribucion que realizan los enemigos naturales (Talekar y Shelton, 1993; Bommarco et al.,
2011). Hay mas de 135 especies de parasitoides que atacan a P. xylostella (Delvare, 2004). Entre
éstos destacan las especies de los géneros: Diadegma, Cotesia y Microplitis (Lim, 1986; Xu et al.,
2001). En estudios realizados en brocoli en el estado de Guanajuato, principal productor de cruci-
feras en México, el parasitoide que mas se ha recuperado es Diadegma insulare (Cid et al., 2023).
Sin embargo, en recolectas del 2019 al 2023 en varias localidades, se detectd otro parasitoide
(Apanteles sp.) (Lomeli-Flores y Bernal, 2022), el cual parasita larvas pequefias de la plaga y pre-
senta un ciclo de vida corto, alrededor de 15 d. Considerando que este parasitoide puede estar
realizando un papel importante en la regulacion de la plaga, se planted en un trabajo previo identi-
ficar la especie y conocer su distribucion en las principales zonas productoras de brocoli. La especie
es Apanteles piceotrichosus Blanchard, con registros de distribucion en Argentina (Blanchard,
1947), Chile (Muriel y Grez, 2003) y Brasil (Ferronatto y Becker, 1984) por lo que para México
representa el primer registro con distribucion en Guanajuato, Puebla y Estado de México. Una vez
conocida su identidad, el objetivo de este trabajo fue describir los aspectos de su biologia y com-

portamiento en condiciones de laboratorio.
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MATERIALES Y METODO

Cria del parasitoide. La cria del parasitoide se establecié con material recolectado en brocoli
en Dolores Hidalgo, Guanajuato, México. Como huésped se utilizaron larvas de 2% y 3% instar de
P. xylostella. Las larvas de P. xylostella se obtuvieron de una colonia establecida en plantas de
brécoli confinadas en jaulas de metal cubiertas con tela de organza (60 x 30 x 30 cm). Para la
alimentacion de los adultos de P. xylostella y del parasitoide se utilizaba agua y miel cada tercer
dia. Los insectos de ambas especies se mantuvieron en una camara bioclimatica a 25 + 2 °C, 70%
HRy12:12 h L:O.

Descripcion morfoldgica de las etapas inmaduras. La arena experimental consistio en una
caja de plastico transparente (5.5 cm ©, 2.5 cm de altura) donde se colocaron 10 larvas de 2% instar
de P. xylostella, cinco gotas de miel y una torunda de algodén humedecida con agua. Una vez
preparada la arena se liberd una hembra del parasitoide, de 2 a 5 d de edad, con experiencia de
oviposicion. Al detectar que una larva era parasitada, con la ayuda de un pincel del #0, se retiro e
individualiz6 cada una de las larvas en una caja de pléstico (3 cm ©, 1.5 cm de altura) junto con
una hoja de brocoli para su alimentacion. Se realizaron 10 repeticiones. Para observar los diferentes
estados de desarrollo se realizaron disecciones con pinzas entomoldgicas #5 en un microscopio
estereoscopico triocular (Velab® VE-S5) a las 12, 18, 24 y 30 h, posterior a estos periodos cada
24 h hasta obtener pupas. Para retirar los restos de la larva huésped, cada una de las muestras se
limpi6 con una solucion de cloruro de sodio al 0.9% (PiSA®). EI material bioldgico se fijo con
glutaraldehido durante 24 h y posteriormente se almacen6 en alcohol al 70%. La descripcion del
huevo, larvas y pupa se realizé a partir de fotografias que se tomaron con una camara digital
Cannon EOS 5D adaptada a un microscopio Carl Zeiss discovery UV20, y consultando la literatura
de Clausen (1940) y Stehr (1987).

Tiempo de desarrollo, supervivencia y proporcion sexual. Para obtener larvas parasitadas se
siguio la metodologia del experimento anterior. Para determinar el periodo de incubacion en huevo
se disectaron larvas a las 18, 24 y 30 h y para conocer la duracion en larva y para pupa solo se
realizaron observaciones cada 24 h. Para el periodo de incubacion se consider6 desde el momento
de oviposicion hasta obtener la larva de 1* instar; para el periodo en larva se consideré el tiempo
desde que se detecto la larva de 1" instar hasta que la larva madura sali6 de su huésped para formar
un capullo; mientras que el de pupa fue desde la formacion del capullo hasta la emergencia de los

adultos. Se realizaron 22 repeticiones, una hembra del parasitoide se considerd como una
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repeticion, a la cual se le proporcionaron 10 larvas de P. xylostella por repeticion. Para la

supervivencia se obtuvieron los porcentajes de cuantos huevos eclosionaron, cuantas larvas
lograron pupar, la emergencia de adultos y se registro la proporcion sexual.

Longevidad. La arena experimental consistié en una caja de plastico transparente (3 cm ©, 1.5
cm de altura). Para las hembras se determinaron tres tratamientos :1) hembra realizando
oviposicidn con acceso a agua y miel; 2) hembra sin experiencia de oviposicion con agua y miel y
3) hembra sin experiencia de oviposicion con agua (12 repeticiones cada uno). Para los machos se
determinaron dos tratamientos: 1) con agua y miel y 2) solo con agua (12 repeticiones cada uno).

Fecundidad. La arena experimental consistio en una caja de plastico transparente (10 cm O, 4.5
cm de altura) con cinco gotas de miel y una torunda de algodén humedecida con agua. Se libero
una hembra recién emergida con dos machos; diariamente se colocaron 20 larvas de 2% instar de
P. xylostella hasta la muerte de la hembra. Se realizaron disecciones cada 24 h para contabilizar el

namero de huevos por larva y se realizaron 12 repeticiones.
RESULTADOS Y DISCUSION

Apanteles piceotrichosus es un endoparasitoide que pasa por las etapas de huevo, cinco instares
larvales, prepupa y pupa. El huevo es de tipo himenopteriforme, translucido y alargado y presenta
un pedicelo corto. La larva de 1% instar es de tipo mandibulada. La larva de 2% instar es de tipo
caudada. La larva de 3% y 4° instar se caracterizan por presentar una vesicula anal lo que les da el
nombre de tipo vesiculadas, que en este caso se trata de la evaginacion del proctodeo (Poinar y
Thomas, 1984) y la larva de 5° instar es de tipo himenopteriforme. En algunos estudios la
diferenciacion de los instares larvales se realiza de acuerdo con la longitud y el tamafio de capsula
cefélica (Pezzini et al., 2017); sin embargo, en este trabajo se buscaron ademas del tamafio,
estructuras morfologicas que permitieran diferenciarlos. Una vez que la larva del 5° instar sale de
su huésped, forma un capullo de seda para transformase en prepupa, donde se observa una
constriccién en la parte media del cuerpo y es de color amarillo, después se transforma en pupa, la
cual es de tipo exarata. El tiempo de desarrollo para cada etapa fue el siguiente: huevo de 0.89 +
0.00 d; larva de 7.06 + 0.01 d y pupa de 5.95 + 0.01 d. El tiempo de desarrollo de huevo a adulto
fue de 13.89 £ 0.01 d. En otras especies como Apanteles machaeralis se reporta un tiempo de
desarrollo de 12.63 d a 29.25 + 1.82°C (Clement y David, 1990). La supervivencia de huevo a larva

fue del 100%; de larva a pupa del 82%; y de pupa a adulto del 69% con una proporcion sexual de
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0.54 H/M, para Apanteles subandinus (Canedo et al., 2016) se menciona que la proporcidn de sexos

se ve afectada por la temperatura, con un predominio de machos a temperaturas inferiores a 15°C
(1:6.6 H/M). En temperatura entre 20°C a 30°C, la proporcion de sexos fue de casi 1:1. La
longevidad de las hembras fue diferente dependiendo de su actividad bioldgica y disposicion de
carbohidratos. Las hembras con agua y miel y ovipositando vivieron 9.08 £ 0.14 d; las hembras sin
huésped, pero con disponibilidad de agua y miel vivieron 16.08 + 0.19 d, y las hembras s6lo con
agua (sin miel) vivieron 3.08 = 0.08 d. Abbas (1989) determind que las hembras con miel
sobreviven en promedio 15.9d y 11.6 d a 25°C y 30°C respectivamente. Finalmente, la fecundidad
de A. piceotrichosus fue de 165 * 0.12 huevos, con un minimo de 54 y un maximo 337. Para A.
subandinus (Blanchard, 1947) la fecundidad maxima fue de 145 huevos, menor al reportado en
este trabajo, pero las condiciones de temperatura fueron ligeramente distintas, de 26 a 30 °C
(Canedo et al., 2016).
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INTRODUCCION

Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) es la principal plaga de brassicaceas en el mundo, su
manejo se basa en el uso de insecticidas, sin embargo, su uso excesivo ha propiciado la
disminucion de la fauna benéfica y al desarrollo de resistencia a insecticidas. Este insecto tiene un
rango de hospederas restringidas a la familia brassicaceae (Rojas y Vibrans, 2004; Bustamante-
Garcia, 2021). Muchas de ellas de importancia agricola, condimento u ornamentales. No obstante,
existen algunas que son silvestres las cuales son abundantes en caminos y entre cultivos, algunas
interfiriendo afectando el rendimiento de algunos cultivos. Estas plantas se caracterizan por
contener glucosinolatos (Badenes-Pérez et al., 2020), los cuales son utilizados para defensa de la
planta, sin embargo, P. xylostella se ha adaptado de manera exitosa, incluso utiliza estos
compuestos para ubicar los cultivos. En el Bajio Guanajuatense como parte del Manejo Integrado
de Plagas (MIP) se ha propuesto un periodo libre del cultivo de brassicaceas (=veda) para
disminuir sus poblaciones. No obstante, en algunas zonas productoras de brécoli hay brassicaceas
silvestres que pudieran ser reservorios de este insecto; algunas brassicaceas silvestres no permiten
la supervivencia de las larvas de este insecto (Badenes-Pérez y Shelton, 2006; Keerthi y Suroshe,
2023). Por ejemplo, en la rucula amarilla, Barbarea vulgaris, la cual se ha utilizado como cultivo
trampa, las larvas no se desarrollan, y tiene mayor preferencia a la oviposicion que el cultivo
principal (Badenes-Pérez et al., 2004). En México se tienen pocos estudios sobre plantas
hospederas de este insecto y es importante conocer las brassicaceas que estén en la regién para
determinar si este insecto se puede ver afectado en su desarrollo, fecundidad, tamafio y calidad de
los huevos (Niu et al., 2013). Es por ello que el objetivo de este estudio fue la busqueda de

brasicéceas silvestres asociadas a cultivos de brocoli y determinar su tiempo de desarrollo.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material biol6gico. Se realizaron recorridos en el estado de Guanajuato para
recolectar brasicaceas silvestres en caminos y dentro de los cultivos en los municipios Dolores
Hidalgo (21°09'22"N 100°55'57"0), San Luis de la Paz (21°08'33"N 100°29'46"0), y Salamanca
(40°57'53.885"N 5° 39" 46.891"0), se colectaron frutos en frascos de plastico, luego este material
se traslad6 al laboratorio del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Los frutos se
colocaron en una cdmara biocliméatica a temperatura de 25 °C + 2 10% para su secado, una vez
secado el material con la ayuda de un tamiz metalico se separaron las semillas de las impurezas.
Estas semillas se sembraron en macetas de plastico (10 cm de didmetro y 15 cm de altura) en
invernadero, 25 dias después se trasplantaron plantulas de brécoli (Brassica oleracea Var. italica);
todas las planats se mantuvieron con sustrato de arena de tezontle y peat moss (Growing Mix®),
en una proporcion de 2:1 (V: V). Para la fertilizacion se emple6 una solucion nutritiva completa

(Ultrasol® 1g/L) mediante un sistema de riego por goteo automatizado.

Cria de insectos. La cria de P. xylostella se establecid en el Colegio de Postgraduados en jaulas
de madera (130 cm x 130 cm x 130 cm) cubiertas con tela de organza con plantas de brdcol y

frascos con una mecha con agua miel 3:1.

Realizacion de los bioensayos. Para la oviposicion se utilizd la misma arena experimental
descrita en el inciso anterior. Se capturaron 30 parejas de adultos de P. xylostella con experiencia
para oviposicién y se introdujeron en la jaula junto con los discos de brocoli. Los adultos se
alimentaron con agua miel 3:1. Posteriormente la jaula se trasladé a la camara bioclimatica (25 +
2°C,60+10% HR y 12:12 L:O) con insectos durante 5 horas, luego se retiraron, tres dias después
se obtuvieron las larvas recién emergidas. Se colocaron dos larvas en cada una de las plantas =
tratamientos (Brassica rapa, Eruca vesicaria, Rapistrum rugosum, Sinapis arvensis, Lobularia
maritima, Sisymbrium irio, y el testigo Brassica oleracea Var. Italica), se realizandose 5 réplicas
por tratamiento, las cuales se trasladaron a la cAmara bioclimatica. Cada tratamiento se le adaptd
un plato de unicel en la base del tallo de la planta y un plastico cilindrico cubriendo la parte aérea,

para evitar la pérdida de larvas en el sustrato.

Evaluacion de los bioensayos. Para determinar el tiempo de desarrollo de larva a pupa y pupa a

adulto y la longevidad del adulto primero, las larvas fueron alimentadas con las plantas silvestres,
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se revisaron las plantas cada 24 h para contabilizar las larvas y el registro de la mortalidad si

hubiese. Las larvas que llegaron a pupa se colocaron individualmente en cajas de Petri hasta la
emergencia del adulto. Los adultos emergidos de P. xylostella se individualizaron y se determind
su longevidad hasta la muerte del Gltimo individuo, se les suministr6 agua diariamente a través de
una torunda de algodon saturada con agua y se alimentd con gotas muy finas de miel
(CARLOTA®). Todos los resultados se analizaron con el software estadistico R V.4.0, para la
prueba de tiempo de desarrollo (larva-pupa, pupa-adulto y longevidad), se hizo un anélisis de
varianza (ANOVA) y para la comparacion de medias se uso la diferencia minima significativa
LSD (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
El tiempo de desarrollo de larva-pupa, existieron diferencias estadisticamente significativas

(Fe,63=5.987, p=0.000053) (cuadro 1) donde E. vesicaria registro un tiempo de desarrollo mas
prolongado respecto a todas las demas. Por otro lado, en el tiempo de desarrollo de pupa-adulto
existieron diferencias estadisticamente significativas (F227=5.987, P=0.000053) donde S. arvensis
y L. maritima redujeron el tiempo en su desarrollo esto quiere decir que llegaron al estado adulto
mas rapido incluso que el testigo. Para la longevidad también existieron diferencias
estadisticamente significativas (Fs 3 =10.81, P=0.0000000308); la longevidad disminuyd en tres
brasicaceas B. rapa, E. vesicaria y R. rugosum, para el caso de L. maritima, S. irio y brécoli
produjeron adultos méas longevos. Estos resultados nos permiten obtener informacion sobre

algunos parametros asociados P. xylostella, asi como nuevos registros de hospederos alternos.

Tiempo de desarrollo de P. xylostella
Larva-Pupat Pupa-Adulto? Longevidad?
Numero de dias (media + EE)*

Tratamiento

Brassica rapa 8.0+0.2 bc 55+0.2 bc 70+x04b
Eruca vesicaria 11.0+0.6a 52+03c 6.6 +0.69 b
Rapistrum rugosum 7.7+£02c 5.7+0.2 abc 87+03b
Sinapis arvensis 8.4+0.3bc 4.3+0.1d 27.1+7.1a
Lobularia maritima 9.2+08b 45+0.1d 25.4+48a
Sisymbrium irio 7.7+03c 6+0.2ab 29.7+13a
Brassica oleracea 8.5%0.5bc 6.3£0.2a 29.3x1.1a

*Medias con la misma letra en una columna no difieren estadisticamente entre si.
1F6,63=5.987, p=0.000053; ?F, 27 =5.987, P=0.000053; 3Fs 63 =10.81, P=0.0000000308
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De acuerdo a los resultados obtenidos, el tiempo de desarrollo tuvo una variacion entre

brasicaceas silvestres y cultivadas, lo que demuestra que es posible que las larvas de P. xylostella
puede alimentarse y terminar su desarrollo en todas las especies estudiadas; sin embargo, se
observaron diferencias en cuanto a su tiempo de desarrollo, esto se puede deber a la calidad del
hospedero, ya que es un determinante clave en cuanto a el desarrollo, fecundidad, tamafio y
calidad de los huevos (Niu et al., 2013). Marchioro y Foerster (2014) registraron un desarrollo
mas prolongado y mayor longevidad cuando P. xylostella se alimentaba de plantas silvestres en
comparacién con variedades comerciales, este desarrollo en insectos puede variar por los factores
nutricionales y fagoestimulantes que cada planta le aporta (Syed y Abro, 2003), ya que muchas
de las hospedantes tienen un contenido nutricional, compuestos quimicos secundarios y
morfologia que pueden afectar el desarrollo, crecimiento, fecundidad y supervivencia de los
fitéfagos (Mirmohammadi et al., 2009).

En la base de datos del CABI existen reportes de hospederos alternos principales y secundarios,
sin embargo, en muchos de ellos no existen informacion clara sobre el tiempo de desarrollo de
este insecto en diferentes brasicaceas silvestres y cultivadas (CABI, 2024). Por eso es importante
realizar estos estudios para obtener informacion que nos ayude a determinar cuales pueden ser
hospederos alternos. Estos resultados del tiempo de desarrollo de P. xylostella sobre plantas
silvestres nos proporcionan informacion importante, no obstante, debemos tener en cuenta que
aun que se desarrollaron exitosamente debemos evaluar mas parametros antes de sacar
conclusiones definitivas sobre la idoneidad del huésped.
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INTRODUCCION

La leprosis de los citricos es una enfermedad no sistémica de tipo viral y por su replicacion en
la célula, se clasifica en citoplasmatica y nuclear. Los acaros del género Brevipalpus (Acari:
Tenuipalpidae) estan asociados con la transmision del virus que causa la leprosis de los citricos,
enfermedad de interés cuarentenario para México, que representa una amenaza para la produccion
y comercializacion de citricos, particularmente naranja y limon (Rodriguez-Ramirez et al., 2019).

Las especies B. californicus y B. yothersi se han registrado con mayor frecuencia en México en
los estados productores de citricos (Sanchez-Velazquez et al., 2015; Salinas-Vargas et al., 2016;
Beltran-Beltran et al., 2020; Garcia y Cortés, 2020). Sin embargo, se considera a B. yothersi como
el principal vector del virus de la leprosis de los citricos tipo citoplasmético (CiLV-C), asi como el
mas abundante en huertos de limén y naranja (Beltran-Beltran et al., 2020). En comparacion con
B. californicus, que se encuentra en menor abundancia en México (Beltran-Beltran et al., 2020) y
es vector del virus que causa la leprosis tipo nuclear (OFV-citrus) (Garcia-Escamilla et al., 2018).
Pocos estudios se han realizado para conocer la capacidad de B. californicus de adquirir y transmitir
al virus tipo citoplasmatico. Por lo que los objetivos de este trabajo fueron: a) determinar el efecto
del nimero de &caros en la eficiencia de adquisicion y transmision del virus, b) evaluar la relacion
entre el nimero de acaros vectores y el area afectada por la leprosis, y c) sefialar si existe una
relacion entre la concentracion de CiLV-C en el vector cuando diferente nimero de acaros son
expuestos al indculo del virus.

MATERIALES Y METODOS

Colonias de acaros Brevipalpus. Se utiliz6 una colonia de B. yothersi establecida en 2015 con
adultos recolectados de naranjos en el estado de Sinaloa, México. B. californicus fue establecida
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de acaros de arboles de naranja proveniente de Montecillo, Texcoco, Edo. de México. Ambas

especies fueron identificadas morfologicamente de acuerdo con Beard et al. (2015) y
molecularmente de acuerdo con Salinas-Vargas et al. (2016). Las especies fueron mantenidas y
multiplicadas en frutos de naranja dispuestos sobre una charola de pléastico transparente de 13 x 12
x8cma25+3°C, 60+ 10 % de HR y régimen de luz/oscuridad de 12/12 h, de acuerdo con
Salinas-Vargas et al. (2016).

Diagnostico de CiLV-C mediante RT-PCR. Para determinar la presencia del virus de la
leprosis tanto en frutos sintoméaticos como asintomaticos, se utilizaron 10 mg de material vegetal
por cada muestra para extraccion de ARN. La extraccion se realizé con el kit Quick-RNA TM Plant
Miniprep (Zymo Research, Irvine, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La
obtencion del cADN complementario se realizd con el Kit RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA, USA) de acuerdo con Gomez-Mercado et
al. (2019). Para determinar la presencia del virus de la leprosis en acaros, se realizaron extracciones
individuales con el kit ZR Tissue & Insect RNA MicroPrep (Zymo Research, Irvine, CA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La obtencion del cADN complementario se realizé con el Kit
Sensiscript (QIAGEN, Hilden, Germany) de acuerdo con Rodriguez-Ramirez et al., (2019). La
presencia de CiLV-C en tejido vegetal y en acaros, se confirmé mediante PCR convencional
usando el cADN obtenido, y utilizando los oligonucledtidos desarrollados por Locali et al. (2003).
La reacciéon de PCR se realiz6 en un volumen de reacciéon de 25 pL de acuerdo con Gomez-
Mercado et al., (2019). Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1.5 % en
buffer TAE 1X, tefiidos con bromuro de etidio (10 mg mL-1) y fotografiados con un
fotodocumentador.

Efecto del nimero de acaros en la eficiencia de adquisicion y transmision de CiLV-C

Arenas experimentales. Los frutos con sintomas de leprosis fueron obtenidos del estado de
Tabasco. Los frutos testigo se tomaron de arboles de naranja de traspatio ubicados en Lomas de
San Esteban, Texcoco, Estado de México. Los frutos (arenas) fueron preparados segun lo descrito
por Salinas-Vargas et al. (2016), a los cuales se les colocd una mezcla de harina, yeso y arena
(proporcion 1:1:1) en 2.5 cm de didmetro, sobre el area infectada por el virus o la parte superior

del fruto en el testigo. Los frutos fueron conservados de manera independiente en cajas de plastico
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transparente de (5" x 5" x 3") bajo condiciones controladas de temperatura (25 + 3 °C), humedad

relativa (60 + 10 %) y régimen de luz/oscuridad de 12:12.

Adquisicion del virus. Hembras adultas se mantuvieron en ayuno por cuatro horas en grupos de
50 individuos y en cajas Petri de 60 mm de diametro. Con ayuda de un pincel fino (20/0), los &caros
fueron colocados en las arenas con y sin virus para que se alimentaran durante siete dias (Ferreira
et al., 2020). Para B. yothersi se evaluaron tres densidades de &caros, 5, 10 y 15 hembras y con B.
californicus se evalud sélo 15 hembras mas el testigo (acaros alimentados de frutos asintomaticos).
Después del periodo de alimentacién, las hembras de cada tratamiento se colocaron de manera
individual en tubos plasticos de 0.2 mL debidamente etiquetados. En ambas especies, cada
tratamiento tuvo tres repeticiones, y todo el experimento se repitio en tres ocasiones diferentes. La
presencia del virus en cada uno de los &caros, se confirmé mediante RT-PCR.

Transmision del virus. Para este experimento, se siguid el procedimiento anteriormente
mencionado para la adquisicion del virus, pero después del periodo de alimentacién, los acaros
fueron transferidos a una hoja de frijol (Phaseolus vulgaris) var. Jamapa de siete dias después de
la emergencia para medir la eficiencia de transmisién del virus. Para lograr esto, en cada hoja de
frijol seleccionada, se delimito el peciolo con resina sintética para confinar los acaros y en medio
de esta se colocd una linea (3 cm de largo y 1 cm de ancho) de una mezcla a partes iguales de
arena, harina y yeso, que sirvié como sitio de refugio y oviposicion (Rodriguez-Ramirez et al.,
2019). Con B. yothersi se evaluaron tres tratamientos: (5, 10 y 15 hembras) y con B. californicus
se evalu6 s6lo una densidad (15 hembras) mas los testigos para cada especie. Las plantas de frijol
infestadas se incubaron bajo en condiciones controladas de temperatura (27 + 3 °C), 60 + 10 % de
HR y régimen de luz/oscuridad de 12/12 h. Siete dias posteriores a la infestacion, se corroboro la
presencia de sintomas en las hojas de frijol, y las hembras de cada tratamiento y testigo se retiraron
con ayuda de un pincel fino (20/0) y se colocaron de manera individual en tubos para PCR de 0.2
mL, debidamente etiquetados, para corroborar la presencia del virus con los métodos anteriormente

descritos.

El andlisis de resultados se realizé en GenStat V. 8 mediante regresion logistica para la eficiencia

de adquisicion y transmision.
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Evaluacion de la relacion entre el nUmero de acaros vectores y el area afectada por la leprosis

Las hojas con o sin sintomas de cada tratamiento y testigo del experimento anterior fueron
digitalizadas y procesadas en GIMP v2.10.32 para eliminacion de fondo y cuantificacion del area
total (AT) y area dafiada (AD). El porcentaje de severidad (sev %) por hoja se obtuvo aplicando la
férmula: sev % = 100 * [AD / AT]. Posteriormente, las hojas de todos los tratamientos incluyendo
el testigo, fueron cortadas en piezas pequefias y se colocaron por separado en tubos para PCR de 2
mL (debidamente etiquetados) y se almacenaron a -20 °C. Finalmente, se corroboré la presencia o
ausencia de CiLV-C mediante RT-PCR en acaros y material vegetal. Los datos se analizaron con
un analisis de varianza (ANOVA).

Relacidon entre la concentracion de CiLV-C en el vector cuando diferente nimero de acaros
son expuestos al indculo del virus

Para conocer la concentracion del virus en B. yothersi mediante gqPCR, se disefiaron
oligonucleotidos para un amplicén de 96 pares de bases y una sonda (TagMan) para hibridar
especificamente con la proteina MP del virus. Para la cuantificacion del virus, se generd una curva
estandar para usarla como referencia. Esta se generd a partir de una muestra de concentracion
conocida (100 ng/uL), la cual fue diluida serialmente y analizada al mismo tiempo que las muestras
experimentales. Las reacciones fueron realizadas en un equipo de PCR en tiempo real CFX96
(BioRad Laboratories Inc.) EI umbral del ciclo de deteccion (valor de Ct), el umbral de deteccién,
el coeficiente de determinacion, asi como los valores de concentracién del virus fueron calculados
por el programa Bio-Rad CFX Manager 3.1. Los resultados se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) en GenStat V. 8.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se secuenciaron muestras de cada especie de acaro de las colonias utilizadas para los
experimentos, y el andlisis de consenso mostré alrededor del 98-99% de identidad con las
secuencias B. yothersi (KF954984.1) y B. californicus (KX100321.1) disponibles en el GenBank.

Efecto del numero de acaros en la eficiencia de adquisicion y transmision de CiLV-C. El
analisis RT-PCR confirmd la presencia del fragmento CiLV-C especifico en las extracciones de
acaros B. yothersi en los tres tratamientos (5, 10 y 15), mientras que en B. californicus los resultados
fueron negativos en todos los acaros (n= 43). Con B. yothersi no se observaron diferencias
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estadisticas en la eficiencia de adquisicion (p=0.329) con las tres densidades de acaros: 5 (47%),
10 (29%) y 15 (22%).

El analisis RT-PCR confirmd la presencia del fragmento CiLV-C especifico en muestras de frijol
comun infestadas con B. yothersi en los tres tratamientos (5, 10 y 15) y negativas para B.
californicus. B. yothersi es capaz de adquirir e inocular el virus CiLV-C en plantas de frijol,
confirmando los datos obtenidos previamente por Ferreira et al. (2020); sin embargo, no se
presentaron diferencias estadisticas en la eficiencia de transmision (p= 0.795) en las poblaciones
de 5 (42%), 10 (52%) y 15 (42%). Para B. californicus los resultados fueron negativos en todos los
acaros (n= 50), lo cual confirma con lo reportado por Garcia-Escamilla et al., (2018) quienes

mencionan que B. californicus no tiene la capacidad para adquirir y transmitir CiLVC.

Evaluacion de la relacion entre el nGmero de acaros vectores y el area afectada por la leprosis
Respecto a los dafios del virus en las hojas de frijol var. Jamapa en los tratamientos de transmision
con B. yothersi, se observaron manchas necroticas en las hojas, cerca de las venas, donde se produjo
la alimentacion de los acaros, 1o que coincide con Ferreira et al. (2020). Mientras que las hojas
infestadas con B. californicus no mostraron sintomas, bajo las condiciones de este experimento.
Finalmente, en el analisis de severidad en hojas de frijol comun infestadas con B. yothersi, no se
observaron diferencias estadisticas en el porcentaje de dafio (p= 0.912), en los tratamientos de 5
(1.34 %), 10 (1.46 %) y 15 (1.59%) acaros.

Relacion entre la concentracion de CiLV-C en el vector cuando diferente nimero de acaros
son expuestos al inoculo del virus. La concentracion del virus en B. yothersi mediante qPCR
mostro diferencias estadisticas (p= 0.0156) entre los tratamientos de 5 (7.70 x 10 ng por acaro),
10 (4.24 x 10 ng por acaro) y 15 (4.01x 107 ng por &caro) 4caros, siendo el tratamiento con cinco
acaros donde se observd mayor concentracion del virus. Respecto a la cantidad del virus en tejido
vegetal, no se observaron diferencias estadisticas (p= 0.307) entre los tratamientos de 5 (0.12
ng/ul), 10 (0.11 ng/ul) y 15 (0.10 ng/pl).

En conclusion, los resultados obtenidos mostraron que B. californicus no tiene la capacidad de

adquirir y transmitir al virus de la leprosis de los citricos de tipo citoplasmatico. Por otro lado, B.

yothersi no presentd diferencias estadisticas en la eficiencia de adquisicion y transmisién en las
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poblaciones de 5, 10 y 15 &caros; sin embargo, en el tratamiento con cinco acaros se observo una

mayor concentracion del virus.
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INTRODUCCION

Polyphagotarsonemus latus Banks, también conocido como acaro del chile, acaro plateado de
los citricos, acaro blanco y acaro amarillo del té, es una plaga fitéfaga de gran importancia
economica a nivel mundial y pertenece a la familia Tarsonemidae. Esta especie herbivora se
alimenta de una amplia variedad de hospedantes, incluyendo méas de 60 familias botanicas
(Gerson, 1992). Afecta partes de las plantas en crecimiento activo como hojas, flores, frutos y
brotes. Este acaro dafia los cultivos perforando la pared celular y extrayendo el contenido
intracelular, lo que resulta en bronceado de hojas y frutos, deformacién de flores y
formacion de mdaltiples yemas foliares (Childers, 1994). El ciclo de vida del P. latus es muy
corto y esta altamente influenciado por la humedad relativa y la temperatura (Karl, 1965;
Hugon, 1983), siendo esta ultima un factor abidtico que afecta profundamente su desarrollo
(Aponte y McMurtry, 1997). Diversas investigaciones han confirmado que la temperatura es
crucial en las tasas de desarrollo de artropodos (Shi y Ge, 2010). A pesar de los programas
de control desarrollados contra P. latus, su eficacia se ve obstaculizada por el limitado
conocimiento sobre la biologia basica de esta criptica plaga, especialmente en lo que respecta
a sus requerimientos térmicos. Tradicionalmente, la relacion entre temperatura y tasa de
desarrollo se ha estudiado utilizando un modelo lineal basado en cultivos especificos (Li et al.
1985; Ferreira et al. 2006).

La variabilidad en los sintomas que este &caro causa, Su
amplia gama de hospedantes y distribucién geografica practicamente cosmopolita podrian
indicar la existencia de un complejo de especies dentro de P. latus (Lindquist, 1986). Por lo
tanto, este 41
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trabajo propone identificar genéticamente al &caro P. latus a partir de poblaciones obtenidas de

hospedantes cultivados en diferentes regiones biogeograficas: México, EE. UU., India y Costa
Rica, utilizando marcadores moleculares mitocondriales y ribosomales como la citocromo
oxidasa | (COI), ARNr 16S, 28S, 16S y el espaciador transcrito interno (ITS2). Ademas, se
compararan las relaciones evolutivas mediante analisis filogenético para cada marcador y se
reforzard con un analisis cladistico y biométrico de los caracteres morfoldgicos de los ejemplares
de cada region. También se evaluaran los requerimientos térmicos para el desarrollo del acaro P.
latus criado sobre diferentes cultivos agricolas (chile pimiento, frijol y zarzamora) en condiciones
de laboratorio.

MATERIALES Y METODO

CAPITULO 1. Analisis morfoldgico y genético del acaro Polyphagotarsonemus latus Bank

(Acari: Tarsonemidae) de diversas regiones biogeograficas

Material bioldgico

Los acaros se recolectaron de cinco regiones: México, EE.
UU, Costa Rica e India, con la ayuda de investigadores locales que enviaron las muestras. Se
recolectaron hojas jévenes de diversos cultivos. Utilizando un estereoscopio y pinzas
entomoldgicas, se seleccionaron acaros adultos de ambos sexos, se preservaron en alcohol al 70%
para procesamiento. La identificacion se realizé siguiendo las claves de Lindquist ,1986 y Walter
et al. (2009), y fueron verificada por el Dr. Gabriel Otero-Colina.

Analisis biométrico

Se seleccionaron 25 hembras y 25 machos de cada region de estudio,

se aclararon en &cido lactico durante un dia y se montaron en preparaciones permanentes con medio
de Hoyer. Cada muestra se etiqueto siguiendo la metodologia de Krantz & Walter (2009). Mediante
un microscopio de contraste de fase marca Carl Zeiss adaptado a un ocular con reticula,
previamente calibrado a um, se midieron los caracteres morfolégicos descritos por de Coss (1999).
Los datos obtenidos se analizaran estadisticamente, verificando primero la normalidad y
homogeneidad de varianzas. Se aplicard un ANOVA unidireccional, seguido de pruebas
multivariadas: un analisis de componentes principales (PCA y un analisis de variables canonicas
(CVA) para determinar patrones de variacion e identificar caracteristicas distintivas entre

poblaciones.
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Para visualizar la similitud entre las poblaciones, se construird un

dendrograma con las medidas biométricas, conforme a Sneath & Sokal (1973). Todos los analisis
estadisticos se realizaran utilizando el software R project (versién 4.0.3).
Extraccion de ADN genémico
Se extrajo ADN total de los &caros de cada region, empleando el kit
QlAamp DNA Micro Kit (Cat. No. 54304), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para evaluar
la integridad del ADN de P. latus (concentracion y pureza), se realizo una electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Las bandas concentradas de ADN se visualizaran bajo
luz UV en el fotodocumentador (ECS Imaging System UVP HEPA PCR, Workstation Germany).
Amplificacion de la region ITS2, COI, 16S, 18S Y 28S ARNr mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).

Los oligonucledtidos que se usaron para la identificacion de los
acaros son: Para el COI se usaron DNF y DNR (Navajas et al. 1996), mediante las condiciones de
PCR: desnaturalizacién inicial a 95 °C por 4 min, un ciclado de 35 repeticiones con una
desnaturalizacion a 92 °C por 1 m, una alineacion a 55°C por 1 m, y una extension a 72 °C por 1
min (Avalos cerdas, 2019). Para ITS se empelaron ITS4 e ITS5 (White et al. 1990) Bajo las
condiciones de PCR: desnaturalizacidn inicial a 94 °C por 2 m, un ciclado de 35 repeticiones con
una desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, una alineacion a 56 °C por 30 s, y una extension a 72 °C
por 50 s (Wong et al., 2011). Para ARNr 28 S se utilizaron D23F y D6R. con las siguientes las
condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 m, un ciclado de 35 repeticiones con una
desnaturalizacion a 95 °C por 45 s, una alineacion a 50 °C por 1m 30 s, y una extensién a 72 °C
por 1 m 10 s. (Avalos Cerdas 2019). En el caso de 18 S (Dabert, et al. 2010) y para 16S aun esta
por determinarse qué oligonucle6tidos y condiciones de termociclador usar. La mezcla de reaccion
consistio en 12.5 pL de 2X Go Tag® G2 Green Master Mix, 2.5 pL iniciador sentido (10 uM), 2.5
ML iniciador antisentido (10 uM) y 2.5 pL MG agua. El volumen de la mezcla fue de 20 L, a la
cual se le adicionaron 5 pL de ADN molde (volumen final de 25 pL). La reaccion de amplificacion

se realizd en termociclador Thermo Scientific Type 5020 (modelo ITCA0096).
Anélisis bioinformético

Los amplicones seran analizados mediante la herramienta BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool; www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para buscar homologias de
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secuencias de nucleotidos en la base de datos de GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Johnson et

al., 2008). El alineamiento de cada marcador se realizard con ClustalX (www.clustal.org)
(Thompson et al., 1997). Se generara una matriz de distancias genéticas no corregidas usando el
software ~ MEGA7  (version 7.0, Molecular  Evolutionary  Genetics  Analysis;
https://www.megasoftware.net/).

Se construird un arbol filogenético con el método de méaxima
verosimilitud con el mismo software. Se calcularan indices de diversidad haplotipica, nimero de
sitios polimorficos, divergencia entre haplotipos y diversidad nucleotidica utilizando los
estimadores OW y 7 con el programa DNAspS5. Las secuencias resultantes del proyecto seran

depositadas en GenBank.
RESULTADOS Y DISCUSION

Los acaros recolectados de distintos hospedantes y localidades fueron identificados como
P. latus a través de los criterios establecidos por Lindquist (1986) y Walter et al. (2009). Su
identificacion taxondmica fue verificada por el Dr. Gabriel Otero-Colina del Colegio de
Postgraduados en Montecillo, México. Los sitios de colecta en México fueron en Ziracuaretiro,
Los Reyes y Maravatio del estado de Michoacan, Queseria del estado de Colima, en estas
localidades los acaros fueron obtenidos de cultivos de zarzamoras (Rubus ulmifolius). Para el
caso del estado de Sinaloa y de otras partes del mundo como EE. UU, Costa Rica e India fueron
recolectados del cultivo de chile pimiento (Capsicum annuum). Los &caros mexicanos se
trasladaron al laboratorio para establecer crias, fundamentalmente para la estandarizacion de la
extraccion de ADN y la amplificacion de marcadores genéticos. En la actualidad se cuenta con
seis pies de cria que se mantienen en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) en condiciones
controladas.

Se realizd un analisis cualitativo mediante microscopio electronico de barrido como apoyo
para su identificacion. Se observé dimorfismo sexual entre hembra y machos, tal como lo
describe Karl (1995). La garra empodial del tarso | en hembras y la garra en forma de boton en
machos son caracteristicas distintivas del género Polyphagotarsonemus, segun lo describe
Schaarschmidt (1959).

44



Para el analisis biométrico de P. latus se realizaron 450 preparaciones

(hembras y machos) de todas las poblaciones, los caracteres morfologicos que se midieron se

encuentran en el Cuadro 1. Actualmente se dispone de datos crudos de seis poblaciones. En el

Cuadro 2 se muestran los promedios de hembras de cada poblacién y observamos que Ziracuaretiro

Michoacén tiene una longitud de 191.9 um, en comparacién con la India, donde son un poco méas

grandes (200 pum aprox.). Segun Karl (1965), los acaros de Alemania miden 184.9 um en

laboratorio, mientras que Ramos et al. (1988) indican que los caros de laboratorio son tipicamente

mas pequefios que los silvestres, como los de Cuba (246 um). En el caso de los machos (Cuadro

3), los de Queseria Colima tienen una longitud menor, 145.7 um, comparados con Maravatio

Michoacan y la India (163 um, aprox). Karl también menciona que los especimenes de Alemania

miden 141.4 um y Ochoa (1991) determina que acaros de Costa Rica tiene una longitud de184.05

um, mientras que los especimenes de Cuba son mas grandes (276 um). En ambos cuadros se

visualizan otros pardmetros morfologicos con algunas variaciones.
Cuadro 1. Parametros morfoldgica de hembras y machos

P latus

Hembras

Machos

1) Longitud total

2} Longiud del idiesoma

3) Longitud del gnatosoma

4) Distancia entre las cosxa |

5) Distancia entre las coxas Il

6) Distancia entre las coxas Il

T3 Longitud del trocimter 111

8) Distancia entre las coxas I'V

9) Longitud de los pseudoestigmas
10) Ancho de los pseudoestigmas
11) Longitud del trocanter IV

12) Longitud de la femurgenua IV
13) Longitud del tibiotarso 'V

14) Longitud seda v” tibiotarso IV
15) Longitud seda Ic” tibiotarso v
16) Longitud de la femurgenua 11l
17) Longitud de ufia de la pata 1
18) Ancho del igiosoma

19) Ancho del gnatosoma

1) Longitud total

2) Longitud del idiosoma s/ papia
genital

3) Longiud del idiosoma
genital

4) Longitud del gnatosoma
5) Ancho del idiosoma

6) Distancia entre las coxas Il

7) Distancia entre las coxas IV
8) Distancia entre las coxas |

9) Distancia entre las coxas Il
10} Longitud del trocanter IV

11) Longitud de la femurgenua IV
12) Longitud del tibictarso W

13) Ancho del gnatesoma

Cuadro 2. Promedios de los pardmetros de las diferentes poblaciones.

Unidades expresadas en pm.

__ wchoacin o | |

R. SUPREMY, LOS

CIAVE PARAMETROS ZIRACUARETIRO  REYES
Vi Longitud total 191.9
V2 Longitud del idiosoma 163.9
V3 Ancha delidiosoma 116.2
v4 Longitud del gnatosoma 258
Vs Ancha de gnatosoma 26.4
Ve Distancia entre las coxas | 223
V7 Distancia entre las coxas || 38.2
ve Distancia entre las coxas lll 59.7
Ve Longitud del trocanter Il 282
vio Longitud del femurgenua Ill 468
vii Distancia entre las coxas IV 48
vi2 Longitud del trocanter IV 123
Vi3 Longitud del fermurgenua IV 306
V14 Longitud del tibiotarso IV 18.9
V15 Longitud seda v "tibiotarso IV 246
V16 Longitud seda tc "tibiotarso [V 60
V17 Longitud de la uia de la pata | 58

nucleotidica tiene mayor porcentaje

MARAVATIO ~ CALERA QUESERIA  INDIA

195.3 198.8 2039 190.8 200.8
178.7 172.2 178.8 166.4 176.3
1127 128.1 117.3 108.5 100.4
2 27.5 25 249 245
25.9 30.2 248 254 24.2
238 247 237 2386 228
37.8 38.8 381 374 37.3
61.7 60.8 61.6 60.3 57.7
28.3 26 293 279 281
46.5 47.2 483 463 44.7
48.4 40.5 479 48.7 46.9
16.2 124 122 124 15.6
27.4 29.7 314 272 26
19.7 19.3 197 185 19.6
241 24.2 25 236 241
56.9 §7.3 63.4 60.4 58.1
5.7 57 59 59 6
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de Ty A (405 y 29.2 % respectivamente).

En el estudio

molecular los

se han amplificado
marcadores citocromo oxidasa | (DNF y
DNR) y rRNA 28S (D23F y D6R) de las 10
poblaciones de estudio. Los amplicones del
primer par de oligonucle6tidos se enviaron a
secuenciacion; sin  embargo, sélo se
obtuvieron cuatro secuencias de buena
calidad de
Ziracuaretiro, Rancho suprem Var. Yunuem
y Var. Erandi y EE. UU.  Se

busqueda de homologia en Blast y se obtuvo

las muestras colectadas en

hizo una
un 98-100% de similitud con secuencias de
acaros provenientes de Guanajuato. La
longitud promedio de los amplicones es de
327 pb En la

aprox. composicién

En los



alineamientos multiples se puede

Cuadro 3. Promedios de los pardmetros de las diferentes poblaciones. Unidades expresadas en pm.

I i i
I . T EOTEMEEE \isyalizar que comprende de 379
CLAVE PARAMETROS ZIRACUARETIRO LOSREVES ~ MARAVATIO CALERA QUESERIA INDIA
w1 Longitud total 157.3 152 163.8  164.3 1457 1831 caracteres exCluyendo |OS gaps, dentro
Longitud del idiesoma ¢/
v2 papila 130.8 127.6 1297 139.7 121.7 1389
B B e de las cuales hay 282 caracteres
V3 s/papila 84.1 84.6 93.8 87.2 80.3 995
v4 Ancho delidiosoma 80.4 77.9 80.4 80.9 715 716 H .
V5 Longitus del gnatosoma 25.1 24.5 25.2 24.5 245 247 Conservados y 92 Varlables, de IOS
Ve Ancho del gnatosoma 25.6 24.8 25.5 255 245 245
V7 Distanciaentrte coxal 24.4 23.1 241 232 28 222 Caracteres variables hay 92
ve Distancia entre coxa Il 45.1 44.3 46.8 43.3 436 414
ve Distancia entre coxa Il 67.4 67.3 70.4 66.3 61.2 639 . e . zo
V10 Distancia entre coxas IV 61.8 57.1 61.6 60.3 54.7 b2 SInQIEtones y Cero Sltlos parSImonlcos'
Vi1 Longituid del trocanter IV 19.9 19.4 19.7 19.6 104 177
Longitud del femurgenua
viz \% 311 28.8 28.2 311 285 286 S
V13 Longitus del tibiotarso IV 27 25.1 27.5 285 249 246 €

realiz6 una matriz de distancias genéticas por pares de las poblaciones estudiadas y reportadas en
el GenBank (Cuadro 4) (Chiapas, Guanajuato e India), se us6 a Steneotarsonemus spinki Smiley,
1967 como grupo externo. Se puede observar que las poblaciones de Ziracuaretiro, las variedades
de Rancho Suprem de los Reyes Michoacan y Guanajuato estan menos distantes en comparacion
a las Chiapas, la Indiay EE.UU

Cuadro 4. Distancias genéticas por pares

MZ750952.1_Gua MZ750953.1_Chi KM580507.1 In
dia

Ziracuare tiro  RSY_los_reyes  RSE_los reyes najuato EE.UU
Ziracuaretiro
RSY los_reyes 0.0080880517
RSE_los_reyes 0.0080663047  0.0000000000
MZ750952.1_Guanajuato 0.0000000000  0.0080880517 0.0080663047
MZ750953.1_Chiapas 0.1739364898  0.1857226063 0.1851080813  0.1653302890
KMS80507.1_India 0.1981751521 0.1989054330 0.1981751521  0.1774585753  0.0098698871
EE.UU 1.6990306925 1.6990306925 1.6990306925  1.6990306925  1.8631440770 1.8631440770
ON186787.1_Stenectarsone
mus_spinki_L 0.9805384764  0.9633969467 0.9633960467  1.0009783518  1.1071975020 1.1286473677 1.2331874603

Posteriormente se realizé un arbol filogenético con las secuencias de
los cuatros poblaciones y las reportadas en el Gen Bank. El arbol muestra una separacion entre las
poblaciones de Ziracuaretiro, Rancho Suprem y Guanajuato de las poblaciones de Chiapas e India.
EE. UU se aleja de todas las poblaciones antes mencionadas. Todos los datos apuntan que
posiblemente Polyphagotarsonemus latus puede tratarse de especies diferentes; sin embargo, se
necesita robustecer el trabajo con los datos completos y analisis adecuados. En un segundo capitulo
se evaluara los requerimientos térmicos para el desarrollo del acaro P. latus criado sobre diferentes

cultivos agricolas en condiciones de laboratorio.
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Figura 1.  Arbol  filogenético de  poblaciones de

Polyphagotarsonemus latus procedentes de diferentes paises y

localidades en México. El &rbol se construy6 con base en

{ secuencias de fragmentos mitocondriales de COI, con

maxima verosimilitud y basado en un modelo general reversible en

e €] tiempo.
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INTRODUCCION

México es lider en produccion de frutillas a nivel mundial y en el afio 2022 se
posiciond como el principal pais productor de zarzamora (Rubus spp.) en el mundo, el
segundo en frambuesa (Rubus idaeus) y el sexto en arandano (Vaccinium corymbosum)
(FAO, 2024). Los altos indices de produccion que se alcanzan en el pais se deben a la
aportacion que realiza el estado de Michoacan quien, a su vez, es el maximo productor de
frutillas con una aportacion de 601,416 t que representaron el 57.5% del total de la
produccion en el mismo afio (SIAP, 2024).

Existe una gran diversidad de especies de &caros asociados a frutillas en el mundo.
En arandano se han registrado 17 especies, en frambuesa 47 y en zarzamora 137 especies.
De las cuales algunas de ellas son de importancia econdmica. Entre las especies de mayor
importancia asociadas al cultivo de ardndano se encuentra Acalitus vaccinii (Keifer),
Oligonychus ilicis (McGregor) y Brevipalpus yothersi Baker (Craemer, 2018; Liburd et al.,
2020). Por su parte en el cultivo de zarzamora podemos encontrar a Acalitus essigi
(Hassan) y A. orthomera (Keifer) ademas de Tetranychus urticae Koch (Ayala-Ortega,
2019a; Pye y De Lillo, 2010; Smith et al., 2010; Trinidad et al., 2018; Vargas-Madriz et al.,
2019). Mientras que en el cultivo de frambuesa ademas de T. urticae se encuentra
Phyllocoptes gracilis (Nalepa) (Dong et al., 2016; Parikka, et al., 2016).

Sin embargo, aunque se sabe de la alta riqueza de especies con la que cuenta el
cultivo de frutillas son pocos los estudios que existen sobre el analisis de su fluctuacion
poblacional, los cuales podrian permitir conocer el comportamiento de las especies a lo
largo del tiempo y las diferencias entre las diferentes variedades de frutillas, y asi, poder
establecer estrategias de manejo para las mismas. Por lo que, el objetivo de este trabajo fue
analizar la fluctuacion poblacional de &caros en diferentes variedades de arandano,
frambuesa y zarzamora en el estado de Michoacéan.

MATERIALES Y METODOS
Trabajo de campo. Las recolectas de material vegetal se realizaron de enero a
diciembre de 2022 en ocho huertos comerciales de frutillas en Michoacdn y con manejo
convencional. Tres de ardndano de las variedades Biloxi, Pop y Beauty ubicados en
Tocumbo; dos de frambuesa variedad Adelita y Evita en Los Reyes; y tres de zarzamora
Amelali, Tupy y Yunuen en Ario de Rosales. En cada uno de los huertos se seleccionaron
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18 plantas al azar. En el caso del cultivo de ardndano, se corté una rama de 10 cm,
procurando que estuvieran presentes todos los Organos vegetativos de la planta (hojas
jovenes y maduras, flores y frutos), mientas que en zarzamora y frambuesa se corté una
hoja compuesta de la parte superior y una de la inferior, asi como flores y frutos cuando
estos estaban presentes.

Trabajo de laboratorio. Se seleccionaron 10 hojas, o foliolos, al azar y se revisaron
con un microscopio estereoscépico Stemi DV4 ZEISS®. Los acaros presentes se
contabilizaron y se montaron en preparaciones permanentes en laminillas con Hoyer como
medio de montaje. Para la identificacion de los acaros se utilizd un microscopio compuesto
Axiostar Plus ZEISS® y las claves taxondmicas de Denmark y Evans (2011) para
Phytoseiidae; Beard et al. (2015) para Tenuipalpidae; y NAPPO (2014) y Beard (2018) para
Tetranychidae. Finalmente, con los acaros contabilizados se calcul6 la media aritmética,
ademas, se realizaron analisis de varianza para las poblaciones de las especies de mayor
importancia, asi como una prueba de comparacion de medias de Tuckey al 5% con el fin de
conocer si existia diferencias estadisticas entre las variedades.

RESULTADOS Y DISCUSION
Arandano
En el cultivo de ardndano se identificaron dos especies de acaros fitofagos,
Oligonychus ilicis y Brevipalpus yothersi, los cuales estuvieron presentes en las tres
variedades muestreadas. Mientras que, en depredadores solo se identificd a la especie
Amblydromalus limonicus, quien solo estuvo presente en la variedad Beauty.

Oligonychus ilicis siempre se recolectd en el haz de las hojas cerca de las
nervaduras centrales. Fue la especie mas abundante en todas las variedades de arandano; sin
embargo, se observaron sus mayores poblaciones en Pop y Beauty en donde presentd un
promedio de 8.5y 7.2 acaros por hoja (aph) respectivamente. Mientras que en Biloxi su
presencia fue casi nula, a excepcion de dos muestreos donde si estuvo presente, pero con
promedios de 0.2 aph.

Brevipalpus yothersi se presentd tanto en el haz como en el envés de las hojas, y sus
mayores poblaciones se presentaron en Pop y Beauty con 13.4 y 9.5 &caros en promedio,
respectivamente. Pero a diferencia de O. ilicis, B. yothersi si estuvo presente en mayores
poblaciones en la variedad Biloxi con 4.3 aph.

En cuanto a su fluctuacién poblacional O. ilicis presentd las mayores poblaciones en
los meses de marzo, abril y mayo, los cuales coinciden con el periodo de méaximas
temperaturas y menos humedad relativa. Mientras que B. yothersi fue mucho maés
abundante en los meses de julio, agosto y septiembre en los cuales la precipitacion es
mayor y la humedad relativa es més alta. Cabe destacar que durante el estudio nunca se
encontrd a ambas especies compartiendo espacio (Figura 1A y B). Este comportamiento
difiere al reportado en otros estudios de fluctuacién poblacional de &caros en frutillas en
donde se observa la presencia tanto de acaros de la familia Tetranychidae como de
Tenuipalpidae en el mismo periodo (Vargas-Madriz et al., 2019).
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Figura 1. Fluctuacion poblacional de &caros en el cultivo de arandano en Tocumbo,
Michoacéan. A. Variedad Pop. B. Variedad Beauty.

Frambuesa

En frambuesa se identificaron a los acaros fitéfagos T. urticae y B. yothersi; sin
embargo, la Unica especie que presentd poblaciones de importancia econdmica para el
cultivo fue T. urticae. Por otro lado, se observaron a los depredadores a Neoseiulus
californicus (McGregor), Euseius hibisci (Chant) y Euseius sp.

Tetranychus urticae presenté un comportamiento muy similar entre las dos
variedades evaluadas. En ambos casos las mayores poblaciones se encontraron entre los
175.3 y 11.7 &caros por foliolo. Aunque la variedad Adelita presentd poblaciones
ligeramente superiores en los meses de marzo, abril y mayo, mientras que Evita lo hizo en
los meses de enero y febrero, pero sin diferencias significativas.

A diferencia de lo registrado en los otros cultivos de frutillas, en frambuesa las
poblaciones de depredadores fueron constantes y se recolecté una mayor cantidad de
ejemplares, la mayoria correspondientes a N. californicus. Ademas, fue el Unico cultivo en
el que se observé una relacion de denso-dependencia entre los depredadores y T. urticae
(Figura 2A).
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Tetranychus urticae

Figura 2. Fluctuacion poblacional de acaros en el cultivo de frambuesa en Ario de Rosales,
Michoacén. A. Variedad Adelita. B. Variedad Evita.

Zarzamora
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En el cultivo de zarzamora las especies fitdfagas identificadas fueron T. urticae, B.
yothersi, Diptacus rubuscolum Trinidad, Duarte y Naviamy A. orthomera. Mientras que los
depredadores encontrados fueron Euseius sp., Amblydromalus limonicus (Garman y
McGregor y Neoseiulus californicus (McGregor).

Tetranychus urticae fue la especie mas abundante en zarzamora y se presenté en las
tres variedades muestreadas. En la variedad Amelali se presentaron poblaciones de hasta
253 acaros por foliolo (apf) y fue estadisticamente superior a Tupy (176 apf) y Yunuen (24
apf). Los meses en los que se presentaron las mayores poblaciones fueron febrero, marzo,
abril y mayo, los cuales coincidieron con el periodo de cosecha en donde ya no se realizan
aplicaciones de acaricidas. Cabe destacar que en la variedad Amelali las poblaciones altas
se observaron desde enero, mientras que en Yunuen se presentaron hasta abril.

Por otro lado, se observé que la variedad Yunuen no presentd poblaciones mayores a
los 24 apf; Lopez y Libur (2020) mencionan que las poblaciones de &caros ocasionan un
dafio en el cultivo de zarzamora cuando las poblaciones se desarrollan por encima de los 27
acaros/foliolo, lo que significa que esta variedad no es susceptible a la presencia de T.
urticae. Sin embargo, Tupy y Amelali presentaron 253 y 77 apf, respectivamente, por
encima del umbral antes mencionado. Esto se puede obedecer a que la variedad Yunuen
cuenta con una capa cerosa misma que la podria hacer menos susceptible al ataque de
acaros.

Ademas, las mayores poblaciones de T. urticae se presentaron en los meses de
marzo, abril y mayo en los cuales se registran temperaturas altas y humedad relativa baja,
lo cual favorece su proliferacion como se ha constatado en otras investigaciones (Marchetti
y Juarez-Ferla, 2011). Y una vez comenzada la precipitacion pluvial, sus poblaciones se
limitaron debido al alza en la humedad relativa y al efecto mecéanico que ejerce la
precipitacion sobre las poblaciones (Nienstaedt y Marcano 2009).

Brevipalpus yothersi se presentd con poblaciones muy bajas, entre 0.5 y 0.2 acaros
por foliolo. Tuvo mayor frecuencia en la variedad Tupy, pero no hubo diferencias
estadisticas con las variedades Amelali y Yunuen. Sus mayores poblaciones se presentaron
en los meses de julio previo al término del ciclo del cultivo y su posterior poda. Es
importante mencionar que, aunque estuvo presente en todas las variedades de zarzamora
nunca se observaron dafios que se asociaran a dicha especie, tal y como sucede en el cultivo
de arandano (Lopez y Liburd, 2020). Por lo que es importante seguir monitoreando a dicha
especie con el fin de saber su rol en este agroecosistema.

Diptacus rubuscolum se present6 con mayor frecuencia en las variedades Tupy y
Amelali con 225 y 179 acaros por foliolo respectivamente y fue estadisticamente diferente
a las poblaciones presentadas en la variedad Yunuen. Es importante mencionar que no se
observaron dafios por este acaro aun y cuando sus poblaciones fueron altas, esto se debe a
que no son de importancia para la agricultura (Ayala-Ortega et al., 2019b).

Acalitus orthomera solo estuvo presente en los meses de enero, febrero, septiembre
y octubre, en los cuales estaba la etapa fenolégica de diferenciacion y fructificacion. Por lo
que su presencia no estuvo determinada por las condiciones ambientales del sitio, sino que
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obedece a la etapa fenoldgica en la cual se encuentre la planta ya que para que haya
presencia de esta especie se requiere la presencia de brotes vegetativos y florales, asi como
frutos. A esta especie se le asocia con los dafos conocidos como “redberry”, los cuales
consisten en una maduracién no uniforme de la polidrupa, en donde solo la mitad del fruto
se madura y el resto queda verde. Durante la investigacion se observé que el mayor
porcentaje de dafio estuvo presente en las variedades Tupy y Amelali, mientras que Yunuen
fue menos susceptible a presencia de dicho problema (Figura 3B).
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Figura 3. Fluctuacion poblacional de acaros en tres variedades de zarzamora en Ario de
Rosales, Michoacan. A. Fluctuacion poblacional de T. urticae. B. Porcentaje de dafio
“redberry” observado.

Como conclusiones se tiene que las variedades de arandano Pop y Beauty fueron las méas
susceptibles al ataque de O. ilicis. La variedad de zarzamora Yunuen presentd menor
susceptibilidad a la presencia de T. urticae y en ningin momento sus poblaciones superaron
los umbrales econdmicos. La variedad Tupy presentd mayor frecuencia de presencia de
redberry, mientras que Yunuen fue la menos susceptible. Los depredadores fueron los
acaros menos frecuentes y su presencia se vio limitada en el cultivo de arandano debido al
manejo intensivo que se lleva en el sitio. Brevipalpus yothersi fue la Gnica especie que se
present6 en todos los cultivos y variedades muestreadas, ademas que presento tendencia a
presentarse en el segundo semestre del afio. Tetranychus urticae fue la segunda especie con
mayor presencia ya que se presentd en todas las variedades de frambuesa y zarzamora, y
alcanzo6 las mayores poblaciones en los meses de mayor temperatura y menos humedad
relativa. Acalitus orthomera se presentd solo en los periodos en los cuales habia
diferenciacion de brotes y frutos indistintamente de las condiciones ambientales que se
tuvieran en dicho momento.
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DESARROLLO DE FRUTOS EN ARBOLES DE AGUACATE
INFECTADOS CON Avocado sunblotch viroid TRATADOS CON
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INTRODUCCION

Michoacan es el lider en produccion y exportacion a nivel mundial de aguacate, con 1, 775,
289 de toneladas anuales enviadas a mas de 34 paises (SADER, 2023). El aguacate es afectado por
el viroide Avocado sunblotch viroid (ASBVd), agente causal de la enfermedad denominada
“mancha de sol”. E1 ASBVd es el fitopatogeno més pequefio que se conoce, pertenece a la familia
Avsunvoroidae y esta constituido por una molécula circular de RNA monocatenario (Viralzone,
2023). Este viroide se replica y acumula en los cloroplastos, tiene un 62 % de nucledtidos A
(adenina) + U (uracilo), presenta una estructura en forma de bastén y no se encuentra protegido
por alguna capside ni por proteinas del hospedante (Joubert et al., 2024). EI ASBVd puede
establecerse en cualquier zona que se cultive aguacate y se ha reportado en Australia, Ghana,
Guatemala, Israel, México, Pert, Sudafrica, Estados Unidos (California y Florida), Venezuela, Isla
de Creta y Espafia (EFSA, 2023). En arboles infectados se observan lesiones cloréticas en fruto,
hojas y/o tallos, aunque en algunos casos pueden permanecer sin clorosis por largos periodos de
tiempo con un crecimiento distorsionado y reduccion del rendimiento (Joubert et al., 2024). Debido
a que la infeccion del viroide es permanente, esto representa una pérdida econdmica importante
para el productor por los afios de manejo de los arboles y la disminucion de la calidad del fruto.
Una de las estrategias para reducir los efectos negativos producidos por la enfermedad, es el uso
de inductores de resistencia sistémica. En México se han encontrado huertos de aguacate con una
incidencia del 4.5 al 16 % de arboles con sintomas de la mancha de sol, asi como un nimero
indeterminado de arboles asintomaticos, por lo que la erradicacion no es viable (Beltran, 2008).

Dentro de las alternativas de manejo de la enfermedad se propone el uso de inductores y elicitores.

58


mailto:ldaniel@colpos.mx

Un inductor es cualquier sustancia o microrganismo aplicado a una planta con el objetivo de

mejorar la eficiencia nutricional y tolerancia al estrés (Du Jardin, 2015). Por otra parte, los elicitores
son compuestos capaces de estimular los mecanismos de defensa de las plantas. Los elementos
nutricionales como el Ca y Si, se clasifican como elicitores abidticos quimicos con compuestos
inorganicos, donde se encuentran las sales o iones (Zehra et al., 2021). El objetivo de esta
investigacion fue conocer si la aplicacion de un inductor de resistencia sistémica junto con la
nutricion foliar mejora el desarrollo del fruto, nimero de frutos y contenido de clorofila en arboles

de aguacate infectados con el ASBVd.
MATERIALES Y METODOS

El experimento se realiz6 de agosto de 2023 a marzo de 2024 en una huerta de aguacate
cultivar ‘Hass’ injertados sobre criollos mexicanos de 12 afios, ubicada en el Municipio de
Tancitaro, Michoacan. Se seleccionaron 16 arboles con los sintomas caracteristicos de la mancha
de sol y ocho arboles asintomaticos. Para determinar la presencia del viroide en los arboles
seleccionados, de cada uno de ellos se recolectd una hoja de cada punto cardinal para obtener una
muestra compuesta por arbol. Las hojas fueron trasladadas en bolsas celofan al laboratorio donde

se mantuvieron en refrigeracion hasta su procesamiento.

Se obtuvo ARN total con CTAB 2% NaCl 5 M, pH 5.2. La concentracion y calidad del RNA
extraido se cuantific6 en un Nanodrop®. Para la deteccion del viroide se realizo RT-PCR, se
disefiaron nuevos primers especificos para ASBVd, F (TCTGTTCCGACTTTCCGACT) y R
(CCTGGTTTCGTCAAACAAAG) con una amplificacion esperada de 249 pb. El producto de la
amplificacion se verifico en un gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio en un
fotodocumentador (Quantum®) y se envi6 a secuenciar por el método de Sanger (Macrogen Inc.

Corea).

Por otra parte, a ocho de los 16 arboles de aguacate con sintomas tipicos de la mancha de
sol se les aplico mensualmente Virablock 3G 50® como bioestimulante; ademas de K boron Ca®
(VB+NF) (Cuadro 1). Los ocho arboles con sintomas restantes fueron los testigos positivos (TP,
sin aplicacion de los productos antes indicados) y como testigos negativos (TN, no infectados por
el viroide) se tuvieron ocho arboles sin sintomas y sin aplicacion de productos. En todos los casos
cada 30 dias se evaluo a) longitud y didmetro de fruto de aguacate con un vernier digital Insize ®

modelo1108-150 (cuatro frutos por arbol); b) contenido de clorofila en ocho hojas por arbol con el
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equipo atLEAF® cuyas lecturas se convirtieron a unidades SPAD y contenido total de clorofila en

mg/cm?; ¢) namero de frutos con ayuda de un contador manual Pretul ® modelo CON-10M. Los
datos obtenidos se analizaron como un bifactorial (Fecha y tratamiento), se obtuvieron las pruebas
de separacion de medias de Tukey, los datos se analizaron en el paquete estadistico SAS Version

9.0.4.

Cuadro 1. Productos inductores y dosis utilizada para la aplicacion foliar de arboles de aguacate

infectados por la mancha de sol.

Dosis via
Nombre Ingredientes activos foliar / 25 L
comercial de agua
Virablock 3G Terpenoides, alcaloides, polifenoles, 4acidos carboxilicos,
50® antioxidantes, salicilato de potasio, taninos, citocininas, auxinas, 25 mL
tiosulfato de calcio y aminoacidos esenciales.
K. boron Ca Potasio, calcio, azufre, cobre, boro, extractos vegetales. 50 mL

®

RESULTADOS Y DISCUSION
Deteccion del Avocado sunblotch viroid

Los fragmentos amplificados por RT-PCR con los iniciadores especificos para el ASBVd
correspondieron al tamano esperado de 249 pb, los cuales tuvieron una similitud del 97 % con la
secuencia reportada por Beltran en 2013 con un asilamiento es este viroide detectado en Uruapan,
Michoacén (No. de acceso KF562705.1). Se obtuvo la amplificacion para todos los arboles de los
tratamientos VB+NF y TP, asi como de tres arboles del TN, a los cuales se les consider6 como

asintomaticos (TP).
Diametro y longitud de fruto

No se encontraron diferencias estadisticas en el didmetro y longitud de frutos de arboles de los
tratamientos TP y VB+NF. El diametro y la longitud de los frutos de arboles del tratamiento TN
fueron 30.74 % y 28.43 % mayores, respectivamente, que los del tratamiento VB+NF y TP (Figura
1). De acuerdo con las etapas fenologicas en aguacate Hass realizadas por Avila et al., (2005), los
frutos del TN se encuentran en la etapa fenologica 4-5 con un didmetro (5-7 cm verde claro) y una

longitud de fruto (4-6.6 cm). Mientras que los tratamientos VB+NF y TP se encuentran en una
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etapa 3-4 con diametro (3-4.9 cm) y longitud de (2.4-3.9 cm), por lo que podemos apreciar una

visible reduccion del tamafio del fruto con sintomas del viroide, sin efecto de los inductores, hasta

esta evaluacion del experimento.
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Figura 1. Valores promedio de las variables longitud y diametro de fruto de aguacate en los
tratamientos VB+NF (Virablock + nutricion foliar), TP (Testigo positivo) y TN (Testigo negativo).

Letras iguales no indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, 0.05).

Unidades SPAD

No se observaron diferencias estadisticas en el contenido de clorofila en unidades SPAD
entre los tratamientos evaluados (Figura 2). Schoroeder (1935), sefiala que este viroide puede
provocar disminucién sobre el contenido de cloroplastos en las células, lo que trae como

consecuencia la reduccion en el contenido de clorofila;; sin embargo, hasta esta parte de evaluacion
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Figura 2. Contenido total de clorofila en unidades SPAD en los tratamientos VB+NF (Virablock

del experimento no hay diferencia en esta variable.
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+ nutricién foliar), TP (Testigo positivo) y TN (Testigo negativo). Letras iguales no indican

diferencias estadisticas significativas (Tukey, 0.05).
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INTRODUCCION

Meéxico es el principal productor y exportador de aguacate (Persea americana Mill.) en el
mundo, y Michoacan es el estado que aporta la mayor parte de la produccion total nacional, con el
70%. Los principales destinos de la produccion del aguacate de México son: Estados Unidos,
Canada y Japon (SIAP, 2023), quienes imponen barreras fitosanitarias debido a la presencia de
plagas y enfermedades (Luna et al., 2017).

Una de las plagas mas importantes de este cultivo es la palomilla barrenadora de la semilla
del aguacate Stenoma catenifer Walsingham (Lepidoptera: Depressariidae) (Cervantes Peredo,
1999; Luna et al., 2017). Esta palomilla es considerada una plaga cuarentenaria por muchos paises.
Esta especie esta restringida a hospederos de la familia Lauraceae, donde el aguacate o palto es el
cultivo de mayor importancia econdémica (Cervantes Peredo, 1999; SENASICA-DGSYV, 2016).

Stenoma catenifer se distribuye desde México hasta Argentina. El estatus fitosanitario de esta
plaga en México es de distribucion restringida y bajo control oficial (NIMF, 2006; SENASICA -
DGSYV, 2016). El principal dafio es ocasionado por las larvas, las cuales se alimentan
principalmente de la semilla del fruto de aguacate; sin embargo, se han reportado dafios en ramas
y pedinculos (Wolfenbarger & Colburn, 1979), aunque en México solo se ha observado el
comportamiento de alimentarse de semillas del aguacate (Palacios-Torres et al., 2011; Velazquez-
Martinez et al., 2022). Debido a la variacion de este comportamiento, se desconoce si se trata de
S. catenifer o de otras especies de lepidopteros barrenadores asociadas al aguacate.

Las especies del orden Lepidoptera que barrenan o dafian estructuras del aguacate lo realizan
en su etapa larval. Por lo que la deteccion oportuna de estas plagas, durante esta etapa, es relevante.
Por esto, mapas setales y secuencias moleculares son fundamentales para su correcta identificacion,
lo que permitird determinar las técnicas adecuadas para el manejo en un programa fitosanitario
(Hernandez-Ortiz et al., 2020). Por lo tanto, los objetivos de este estudio fue comparar poblaciones
de S. catenifer provenientes de frutos y de ramas; asi como estudiar la diversidad de lepiddpteros

barrenadores asociados a este cultivo, con base a caracteristicas morfologicas y andlisis molecular.
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MATERIALES Y METODOS

Los individuos fueron recolectados a partir de frutos dafiados de aguacate P. americana cv.
Hass, P. americana cv. Fuerte, frutos caidos de P. schiedeana, ramas de Nectandra hihua (Ruiz &
Pav.) Rohwer (Lauraceae) y adultos de trampas con feromona sexual sintética de localidades de
Meéxico y Guatemala. Todas las muestras se colocaron en tubos tipo Eppendorf (2 ml) con etanol
al 96° y se transportaron al Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de
México.

Las larvas y adultos fueron identificados con base a caracteristicas morfologicas (Cervantes
Peredo, 1999; Adamski, 2002; Brown & Adamski, 2003). También, se capturaron imagenes
mediante una camara digital Canon ® EOS 5D, montada en un microscopio (Zeiss SteREO
Discovery V20), las cuales se editaron y compilaron con Zerene Stacker 1.04, GIMP 2.10.34 ¢
ImageJ1.53t.

Para la extraccion del ADN se utilizo el kit Quick-DNA TM Tissue/Insect Microprep Kit
(Zymo Research, Irvine, CA, E.S.A.), siguiendo las indicaciones del fabricante. En una cdmara de
flujo laminar (VECO, S.A. DE C.V., Jiutepec, Morelos, México), se llevo a cabo la diseccion de la
larva, donde se separd la capsula cefalica y torax del resto del cuerpo, mientras que del adulto sélo
se utilizo el torax. Este material fue liofilizado (LABCONCO, Frezone 4.5, Kansas, MO, U.S.A.)
durante 48 h.

Mediante PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa) punto final se amplifico un fragmento
del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa Subunidad I (COI. Los reactivos utilizados fueron los
propuestos por Folmer et al., (1994); ademas de los cebadores de ADN Forward (LCO1490) y
Reverse (HCO2198) (ADN ARTIFICIAL S. de R.L. de C.V.,, Irapuato, Guanajuato, México).

Las reacciones se llevaron a cabo en el termociclador T100 (Laboratorios BIORAD Inc.,
Hercules, CA). Las condiciones de amplificacion fueron las indicadas por Hebert et al., (2003).
Los productos de PCR obtenidos se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%. Por
ultimo, la imagen del gel se digitalizé en un Transilluminator UV (Vilber Lourmat, France). Los
productos de PCR se enviarona Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur) para ser.

Las secuencias obtenidas se limpiaron y ensamblaron con el programa BioEdit version
7.1.9.0 (Hall, 1999). Las secuencias consenso de cada muestra se compararon con la base de datos

Barcode of Life Data System (BOLD SYSTEMS) (https://www.boldsystems.org/). Las secuencias
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consenso y las secuencias disponibles en BOLD fueron analizadas con el programa MEGA 7.0.26

mediante el método Maximum Likelihood (ML), aplicando el modelo de Kimura 2 y el método

Bootstrap con 5000 repeticiones para reconstruir relaciones filogenéticas (Kumar et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los pinaculos de las larvas y caracteristicas de la genitalia masculina de S. catenifer, fueron
identificados en individuos recolectados de frutos de P. americana cv. Hass de Colima, Jalisco y
en Guatemala y en frutos caidos de P. schiedeana de Puebla. Mientras que, en ramas, S. catenifer
fue identificada en N. hihua de Jalisco y P. americana cv. Hass de Guatemala.

Con la identificacion molecular, las secuencias obtenidas de individuos en frutos de aguacate,
al ser comparadas con la base de datos de BOLD, arrojaron un porcentaje de similitud del 96.18 %
al 100 % para los individuos de Colima (n= 11); del 99.54 %, al 100 % para los individuos de
Puebla (n=7), del 92.24 % al 98.22 % para los individuos de Jalisco (n =4) y del 97.78 % al 99.69
%, para los individuos de Guatemala (n = 6), con la secuencia de S. catenifer (Registro en BOLD:
GBMNA44738-19).

Por otro lado, las secuencias de los individuos obtenidos de ramas (Jalisco n = 3), al ser
comparadas con la base de datos de BOLD, arrojaron un porcentaje de similitud del 97.75 % al
97.77 % con la secuencia de S. catenifer (Registro en BOLD: GBMNA44738-19). No fue posible
utilizar la secuencia de los individuos provenientes de Guatemala, debido a que no presentaron la
calidad requerida para el analisis. Este comportamiento alimenticio de S. catenifer en ramas de
aguacate o de otras especies de Lauraceae no se habia reportado con evidencia.

Para el analisis molecular de las secuencias COI los individuos de S. catenifer colectados en
frutos y ramas, se realiz6 un analisis filogenético con secuencias de S. sexmaculata, S. exarata, S.
catenifer'y a Agonopterix heracliana (Depressariidae) como grupo externo. El resultado indic6 que
las secuencias de S. catenifer, se dividen en tres grupos con una variabilidad genética del 92 % al
100 %. A pesar de la variabilidad, la distancia intraespecifica dentro del grupo compuesto por las
poblaciones de S. catenifer fue de 1.9 %. Por lo que, aunque existe variabilidad genética dentro del
grupo, no se evidencia distancia genética significativa entre las poblaciones de S. catenifer
provenientes de ramas y frutos (Hebert et al., 2003).

Cryptaspasma perseana fue identificada de larvas de en frutos caidos de P schiedeana

(Puebla). Con la identificacion molecular, las secuencias de los individuos provenientes de Puebla
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(n = 3), al ser comparada con la base de datos de BOLD, arrojaron un porcentaje de similitud del

98.3 % hasta el 99.48 % con la secuencia de C. perseana (Registro en BOLD: BCISP181-11).

Anopinella n. sp., y Holcocera n. sp., se identificaron morfolégicamente de larvas y adultos,
las cuales fueron recolectadas en Jalisco, México en tumores de ramas de N. hihua. Ambas especies
al ser comparadas con la base de datos de BOLD, no mostraron similitud con otras especies de los

géneros respectivos. Ambas especies estan proceso de descripcidn como nuevas especies.
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INTRODUCCION

La familia Cynipidae (Hymenoptera: Cynipoidea), se caracteriza por su capacidad de inducir
agallas en diferentes hospedantes, 10 tribus (Ronquist et al., 2015) después que Hearn et al. (2023)
estableciera los Diplolepidini como una familia independiente y Lobato-Vila et al. (2022)
establecieran un nuevo género de inquilinos: Aulacideini, Aylacini y Phanacidini (producen agallas
en plantas herbaceas), Eschatocerini (en Prosopis spp. and Acacia spp.), Pediaspidini (en Acer),
Qwagwaiini (en Scolopia spp.) y Cynipini (en Fagaceas mayoritariamente del género Quercus), los
Synergini han perdido la capacidad de inducir agallas y viven como fitéfagos inquilinos en las agallas
de Cynipini (Pujade- Villar 2001); los Diastrophini (son inductores de agallas en agallas de Rubus
spp. y Potentilla spp., raramente en Smilax, o bien son inquilinos en agallas de Rubus spp. y Rosa
spp; los Paraulacini (son inquilinos o parasitoides de agallas de Pteromalidae en Nothofagus); y los
Rhoophilini (que son inquilinos en agallas del género de polillas Scyrotis). A nivel mundial se estiman
500 especies de encinos, en México se estiman entre 135 y 250 especies (Romero Rangel, 2015),
donde mas de la mitad son endémicas, de los subgéneros Quercus (Cerris y Quercus), el pais solo
esta representado por este Gltimo, con sus 4 secciones: seccién Quercus (encinos blancos), seccién

Virentes, seccion Protobalanus y seccidn Lobatae (encinos rojos) (Denk et al. (2017).

Martinez-Romero et al. (2022), menciona los reportes de Cinipidos en las secciones anteriores
contabilizando 67, 2, 3 y 26 especies respectivamente. Por lo mencionado, hasta 2021 se habian
descrito aproximadamente 205 especies en Quercus mientras que en Europa se han descrito unas 100
especies (Melika, 2006; WCSP, 2020), en 10 especies de Quercus. Se estima que la diversidad en
México podria llegar a las 1000 especies, por lo que hay un gran trabajo por realizar ain. Los objetivos
son: 1) Identificar la diversidad de encinos y agallas de la zona; 2) Describir especies nuevas de
avispas agalladoras (Hymenoptera, Cynipidae) colectadas, 3) Explorar la posibilidad de cerrar ciclos
alternantes de cinipidos colectados mediante estudios moleculares, 4) ldentificar parasitoides,

emergidos de agallas colectadas.
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MATERIALES Y METODO

Seleccion de sitios de muestreo

Las colectas de morfotipos de agallas inducidas por las avispas agalladoras (Hymenopera,
Cynipidae), se esta realizando de forma sistematica con duracion de un afio, en 5 sitios de muestreo
de tres municipios del Estado de México (San Felipe del Progreso, Jocotitlan y Timilpan), con
presencia de encinos del género Quercus. Se han realizado 9 de los 12 muestreos mensuales, (octubre
2013-junio 2024), en los 5 sitios de estudio: 1) Parque ecoldgico El Ocotal, 2) San Pedro el Alto, 3)
San Juan Coajomulco, 4) Tunal- Salto, y 5) Plateros-arenales. Los tres ultimos sitios se retomaron
para continuar colectaron agallas donde no se obtuvieron emergencias de adultos en estudios

realizados durante la maestria y los primeros dos sitios se agregaron para enriquecer el estudio.
Método de muestreo

En campo se realiza una blsqueda exhaustiva de morfotipos de agallas en hojas, ramas, amentos
y tallos en arboles de encino, en diferentes fases de desarrollo, de preferencia deben ser maduras. Una
vez seleccionada la agalla se coloca en bolsas tipo ziploc para el transporte, con los datos de colecta
en una etiqueta (localidad, fecha, hospedero, coordenadas, altitud). También se toman fotografias “in
situ” con camara digital, en el laboratorio son colocadas en camaras de emergencia (frascos
trasparentes con tapa y malla), por morfotipo y hospedero, y son etiquetados por colores de acuerdo
al sitio para facilitar la ubicacion entre las muestras.

Preparacion de ejemplares para identificacion taxonémica

Para la identificacion de encinos del género Quercus se tomé una muestra de cada ejemplar, la
cual fue prensada, secada y montada con su respectiva etiqueta para ser identificada, por la Dra. Silvia
Romero Rangel, especialista de Quercus, de la FEST IZTACALA de la Universidad Autonoma de

México.

En el laboratorio los morfotipos de agallas, se revisan semanalmente para obtener adultos (inductores,
inquilinos o parasitoides), se colocan en frascos ependorf con alcohol al 90%, etiquetados. Algunos
ejemplares han sido montados en seco en pequefios rectangulitos sobre alfileres entomoldgicos para

su identificacion.

La identificacion taxonémica de adultos agalladores se realiza mediante claves de identificacion
con la ayuda del especialista de Cinipidos agalladores del género Quercus el Dr. Juli Pujade Villar de

la Universidad de Barcelona. 70



RESULTADOS PRELIMINARES

Actualmente se han realizado 9 muestreos incluyendo el mes de junio 2024, de un total de 12
previstos; sin embargo, se han tomado los datos obtenidos hasta mayo, los sitios con mas muestras
de agallas colectadas se enlistan en forma descendente, Sitio 1) El Ocotal (156 muestras), 3) Tunal-
salto (138 muestras), 2) San Juan Coajomulco (125 muestras), 4) Plateros- arenales (92 muestras) y
por ultimo el sitio 5 con menos muestras colectadas (83). Las emergencias de cinipidos, inquilinos y

parasitoides, en el Cuadro 1, son por muestra y no por nimero de adultos obtenidos.

Los meses de mayor emergencia en las muestras son diciembre, enero y febrero, mientras que los
meses con menor emergencia son octubre, noviembre, marzo, abril y mayo. Los morfotipos de agallas
varian de acuerdo al sitio de estudio, el tiempo de colecta y el ciclo bioldgico del Quercus. En total

se han colectado en 31 especies de los cinco sitios de colecta.

Se describieron dos especies y un género nuevo de Cynipidae para México; Andricus mazahua n. sp.,
en Quercus crassipes Humb. & Bonpl., (seccion Lobatae) y Reticulodermis Pujade-Villar, Cuesta-
Porta & Melika n. gen. y nueva especie, R. lithogalla Garcia-Mantifion y Pujade-Villar n. sp., tambien

en Quercus crassipes Humb. & Bonpl.

Cuadro 1. Muestras colectadas y emergencias por sitios de muestreo.

Muestras Muestr_as . .
Sitios de muestreo Muestras Emergencias de Er_nerggpuas de  Morfotipos de Espec!es de
totales o, inquilinos y agallas encino
cynipidos L
parasitoides

1.- El ocotal 156 50 76 18 *
2.- San Juan 125 30 41 15 5
Coajomulco
3.- Tunal- Salto 138 32 52 16 7
4.- Plateros - 92 17 41 14 7
arenales
5.- San Pedro el 83 27 37 7 *
Alto
Total 594 156 247 70 31

*Encinos en proceso de determinar
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INTRODUCCION

Los braquidos (Coleoptera: Bruchidae) son especies fitéfagas, cosmopolitas. Esta
familia cuenta con 1627 especies descritas, distribuidas en seis subfamilias y 62 géneros,
de los cuales 42 géneros se encuentran en América (Romero-Gémez et al. 2014). Los
adultos presentan habitos variables y sus estados inmaduros dependen totalmente de
semillas para completar su desarrollo y tienen como sus hospederos preferenciales a
especies de la familia Fabaceae (Kingsolver, 2002; Johnson & Romero, 2004).

Segun Kingsolver (2002), la mayor diversidad de braquidos se encuentra en el sur
de Norteamérica y Centroamérica. En Mexico, se registra el mayor nimero de especies
de braquidos descritas con 376 (Romero & Johnson, 2004; Godinez-Cortés et al. 2017).
En la region centroamericana se cuenta con registros de braquidos para Nicaragua con 79
especies (Maes & Kingsolver, 1991), Honduras 148 especies (Turnbow et al. 2003) y
Costa Rica con 173 (Romero et al. 2017). Estas variaciones en el nimero de especies
entre paises estan relacionadas con la intensidad de colecta por parte de los especialistas
y en el nimero de trabajos realizados de cada pais para conocer la fauna de estos insectos.

El reporte méas reciente de braguidos para Honduras fue un listado preliminar
elaborado por Turnbow et al. (2003). Esté trabajo permitird realizar una descripcion
detalla de cada especie encontrada en Honduras, que incluya su planta hospedera,
imagenes de las formas adultas y de la genitalia del macho; asi como, desarrollar una base
de datos y se elaborar una clave taxondmica para géneros y especies.

MATERIALES Y METODO
De diciembre 2022 a mayo 2023, se realizaron muestreos en diferentes sitios de
Honduras, aplicando la metodologia descrita por Schultze-Kraft (1979). En cada sitio de
muestreo se realiz0 colecta indirecta, tomando vainas secas de plantas asociadas a

braquidos, las cuales fueron conservadas en bolsas de papel kraft. Cada bolsa contenia
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informacion relacionada con la fecha de colecta, localidad, nUmero de muestra, datos de

georreferencia que se obtuvo con un equipo GPS Garmin Etrex 22x. Cada planta
hospedera fue fotografiada y cuando ésta contaba con hojas y flores, se colectaban y
colocaban en una prensa boténica para su posterior identificacion.

Las muestras se conservaron a temperatura ambiente entre los 19 a 24°C en
Siguatepeque, Comayagua, Honduras, con revisiones semanales del material durante dos
meses en espera de la emergencia de los bruquidos adultos, los cuales eran conservados
en frascos con alcohol 70%. Después de los 2 meses, el material vegetal fue desechado.La
identificacién botanica de los hospederos se realizé con apoyo de personal técnico de la
Universidad Nacional de Ciencias Forestales (UNACIFOR). En la identificacion
taxondmica de los bruquidos se realizé en los laboratorios del Posgrado en Fitosanidad,
Entomologia y Acarologia del COLPOS-Montecillo, México.

Para las identificaciones de las especies se usaron claves de los géneros:
Amblycerus (Romero et al. 1996), Algarobius (Kingsolver, 1986), Acanthoscelides
(Johnson, 1983, 1990), Ctenocolum (Kingsolver y Whitehead, 1974), Caryedes
(Kingsolver y Whitehead, 1974), Caryedon (Mukerji et al. 1957), Merobruchus
(Kingsolver, 1988), Megaserus (Teran y Kingsolver, 1977), Mimosestes (Kingsolver y
Johnson, 1978), Pygiopachymerus (Kingsolver, 1970b), Sennius (Johnson y Kingsolver,
1973), Stator (Johnson y Kingsolver, 1976), Specularius (Bridwell, 1938), Zabrotes
(Romero & Johnson, 2000). Para la preparaciones e interpretacion de la genitalia de los
machos se realizd segun Kingsolver (1970a); asi como de Romero y Johnson (1999).

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 269 muestras con bruquidos colectadas, en 17 de los 18 departamentos de

Honduras, se identificAron 46 especies de bruquidos, distribuidas en 14 géneros y tres

subfamilias. Las especies identificadas corresponden a la subfamilia Bruchinae con un 89%,

9% Amblycerinae y 2% Pachymerinae. Subfamilia Bruchinae: Acanthoscelides clitellarius
(Fahraeus, 1839); A. cordifer (Sharp, 1885); A. difficilis (Sharp, 1885); A. griseolus (Fall,
1910); A. guazumae Jhonson & Kingsolver, 1971; A. macrophthalmus (Schaeffer, 1907); A.
mankinsi Johnson, 1983; A. mexicanus (Sharp, 1885); A. obrienorum Johnson, 1970; A.

quadridentatus (Schaeffer, 1907); A. suaveolus (Sharp, 1885); Algarobius nicoya Kingsolver,
1986; Caryedes helvinus (Motschulsky, 1874); Ctenocolum colburni Kingsolver & Whitehead,
1974; C. podagricus (Fabricius, 1801); C. tuberculatum (Motschulsky, 1874); Megacerus
flabelliger (Fahraeus, 1839); M. impiger (Horn, 1873); Merobruchus boucheri Kingsolver,
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1980; M. columbinus (Sharp, 1885); M. insolitus (Sharp, 1885); M. paquetae Kingsolver, 1980;
M. placidus (Horn, 1873); M. porphyreus Kingsolver, 1988*; M. solitarius (Sharp, 1885)*; M.
sonorensis Kingsolver, 1980; Mimosestes anomalus Kingsolver & Johnson, 1978; M. humeralis
(Gyllenhal, 1833); M. janzeni Kingsolver & Johnson, 1978; M. mimosae (Fabricius, 1781); M.
nubigens (Motschulsky, 1874); Pygiopachymerus lineola (Chevrolat, 1871); Sennius

auricomus Johnson & Kingsolver, 1973*; S. fallax (Boheman, 1839); S. lebasi (Fahraeus,
1839); S. muricatus (Sharp, 1885); S. rufomaculatus (Motschulsky, 1874); Specularius
impressithorax (Pic, 1932); Stator championi (Sharp, 1885); S. limbatus (Horn, 1873); S.
pruininus (Horn, 1873). Subfamilia Amblycerinae: Amblycerus cistelinus (Gyllenhal, 1833);
A. épsilon Kingsolver, 1980*; Zabrotes interstitialis (Chevrolat, 1871); Z. subfasciatus
(Boheman, 1833). Subfamilia Pachymerinae: Caryedon gonagra (Fabricius, 1798)*. Los
géneros con mayor abundancia fueron: Acanthoscelides con 24%, Merobruchus 17%, Sennius
y Mimosestes ambos con 11%.

Las plantas hospederas de bruquidos corresponden a Fabaceae (93%), Malvaceae (4.5%),
Bixaceae (3.7%) y Anacardiaceae 1%. Lo anterior es congruente con Kingsolver, (2002) y
Romero et al. (2014), quienes mencionan que especies de Fabaceae son consideradas como
hospederos preferenciales de los braquidos. La mayoria de las especies de bruchidos
identificadas coinciden con Turnbow et al. (2003). Ademas, como lo menciona Romero et al.
2014, los bruquidos pueden tener mas de una planta hospedera, por ejemplo, que
Acanthoscelides quadridentatus, A. macrophthalmus se encuentran en Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit y en Mimosa (las especies con asterisco son nuevos registros para Honduras).
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INTRODUCCION

El género Heilipus Germar, 1824 (Coleoptera: Curculionidae: Molytinae: Molytini:
Hylobiina) es un linaje tropical poco estudiado. Cuenta con 90 especies descritas, distribuidas
desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina (Anzaldo y Diaz-Grisales, 2022). El
género ha sido reconocido principalmente porque algunas de sus especies causan dafios a las
semillas y troncos del aguacate (Persea americana Mill.: Lauraceae) (Castafieda-Vildozola et al.,
2013). Su mayor diversidad se encuentra en América del Sur, donde se presentan 58 especies
(Wibmer y O’Brien, 1986; Vanin y Gaiger, 2005; Rheinheimer, 2012, 2017; Vanin y Bena, 2015;
Diaz-Grisales et al., 2021; Sanz-Veiga et al., 2024).

En Norte y Centro América se reportan 39 especies, de las cuales 13 ocurren en México
(O’Brien y Wibmer, 1982). De estas 13 especies, se conocen ilustraciones y algunos datos de
distribucion geogréfica gracias al monumental trabajo del entomdélogo britanico George C.
Champion en la obra Biologia Centrali-Americana (Champion, 1902). Hasta el momento, los
estudios sobre Heilipus realizados en México se han centrado en las especies que causan dafos de
importancia econémica en cultivos de aguacate: H. albopictus (Champion), barrenador de
troncos, y H. lauri Boheman, barrenador de la semilla (Castafieda-Vilddzola et al., 2013).

Recientemente se conocieron datos de plantas hospedantes utilizadas por H. albomaculatus
(Champion), H. draco (Fabricius) y H. guttiger (Champion) en el estado de Veracruz (Rodriguez-
Sanchez et al., 2022). Mas alla de esta informacion, la distribucion geografica y aspectos
bioldgicos de las ocho especies restantes reportadas para el pais permanecen préacticamente
desconocidos. Por lo tanto, el objetivo de este estudio es contribuir al conocimiento de las

especies de Heilipus con presencia en México, concretamente su distribucion geogréfica,
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aspectos bioldgicos y fotografias de especies que hasta ahora sdlo se conocian de ilustraciones

originales.

MATERIALES Y METODOS

Revision de material en colecciones. Se revisaron 157 especimenes del género
Heilipus recolectados en México y depositados en las siguientes colecciones cientificas:
CEAM - Coleccidn de Insectos del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Estado de México, México.
CEBAJ-INIFAP — Coleccién Nacional de Insectos, INIFAP, Centro de Investigacién Regional Centro,
Campo Experimental Bajio, Celaya, Guanajuato, México.
CNIN — Coleccion Nacional de Insectos - Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autonoma de
Meéxico, Ciudad de México, México.
CNRF-DGSV - Coleccion de Entomologia y Acarologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria,
Direccion General de Sanidad Vegetal, SENASICA, Tecamac, Estado de México, México.
IEXA — Coleccién Entomoldgica del Instituto de Ecologia, A.C., Xalapa, Veracruz, México.
MZFC — Museo de Zoologia Alfonso L. Herrera - Seccién Coleoptera, Facultad de Ciencias, Universidad
Nacional Autonoma de México, Ciudad de México, México.
USNM - Smithsonian National Museum of Natural History, Department of Entomology, Washington,
D.C., Estados Unidos.

Determinacién taxonémica. La identificacion del material se llevd a cabo por
comparacion con descripciones e ilustraciones originales, asi como con fotografias de ejemplares
tipo.

Distribucion geogréfica y plantas hospedantes. Se determinaron con base en los datos de
colecta del material examinado y la revision de literatura. Los nombres botanicos utilizados
corresponden al nombre aceptado en la pagina web World Flora Online (WFO, 2024) al momento
del acceso. So6lo se consideraron plantas hospedantes aquellas que permiten el desarrollo de
estados inmaduros de las especies de Heilipus.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los datos de colecta del material examinado y la revision de literatura, en

México se presentan las siguientes especies del género Heilipus:
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Heilipus ahrensii Boheman, 1843-80. Esta especie sélo se conoce de México (O’Brien

y Wibmer, 1982) y hasta el momento Unicamente para el estado de Oaxaca (Champion, 1902). No
se le conocen plantas hospedantes.

Heilipus albomaculatus (Champion, 1902-16). Se distribuye en Belice, Guatemala y
México (Champion, 1902; O’Brien y Wibmer, 1982; Morrone, 1999). En México, se ha
encontrado en el estado de Veracruz asociado con semillas de Damburneya ambigens y
Damburneya gentlei (Lauraceae) (Rodriguez-Sanchez et al., 2022).

Heilipus albopictus (Champion, 1902-9). Esta especie sélo se ha reportado en México
(O’Brien y Wibmer, 1982), concretamente en los estados de Hidalgo (Morrone, 2003), Morelos
(Champion, 1902; Lopez-Martinez et al., 2015), Nayarit (Soto-Hernandez et al., 2013) y Oaxaca
(IEXA, 1 espécimen). Heilipus albopictus es conocido por barrenar troncos de Persea americana
var. drymifolia, asi como de los cultivares Hass y Fuerte (Castafieda-Vild6zola et al., 2010).

Heilipus albovenosus (Champion, 1902-10). S6lo se conoce de México (O’Brien y
Wibmer, 1982; Morrone, 1999). Hasta el momento, Unicamente se ha reportado en los estados de
Veracruz (CNIN, 9 especimenes; MZFC, 1 espécimen; USNM, 1 espécimen) y Tamaulipas
(USNM, 4 especimenes). Los datos de colecta de un espécimen de H. albovenosus depositado en
la coleccion del USNM indican que esta especie puede depredar semillas de Damburneya
coriacea (Lauraceae).

Heilipus cruciatus Chevrolat, 1833-27 [= Heilipus schoenherri Boheman 1836-160].
Solo se conoce de Meéxico (O’Brien y Wibmer, 1982), donde se ha registrado en los estados de
Hidalgo (CNRF, 1 espécimen; MZFC, 1 espécimen), Oaxaca (MZFC, 1 espécimen) y \Veracruz
(Champion, 1902). No se le conocen plantas hospedantes.

Heilipus draco (Fabricius, 1801-461) [= Heilipus rectirostris (Champion, 1902-12)]. Se
distribuye en México, Guatemala, El Salvador, Panamd, Cuba (O’Brien y Wibmer, 1982), Costa
Rica (Janzen, 1987), Colombia (Diaz-Grisales et al., 2021), Venezuela, Trinidad y Tobago
(USNM, 10 especimenes), Guyana, Brasil, Per(, Bolivia y Paraguay (Wibmer y O’Brien, 1986).
En México, solo se ha registrado en el estado de Veracruz (Rodriguez-Sanchez et al., 2022).
Heilipus draco ha sido reportado como depredador de semillas de 11 especies diferentes de la
familia Lauraceae: Aiouea montana, Beilschmiedia tovarensis, Cinnamomum verum,
Mespilodaphne veraguensis, Nectandra angustifolia, N. cissiflora, N. lineata, Ocotea cernua, O.
oblonga, O. porosa, O. puberula (Janzen, 1987; Gripenberg et al., 2019; Downey et al., 2020;
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Pessotto et al., 2021; Sanz-Veiga et al., 2024). En México, Rodriguez-Sanchez et al. (2022)

obtuvieron adultos de H. draco a partir de semillas de Damburneya salicifolia, otra especie de la
familia Lauraceae.

Heilipus elegans Gueérin, 1844-148. Esta especie se ha reportado en MEéxico,
Guatemala, Costa Rica, Panama (O’Brien y Wibmer, 1982), Colombia y Ecuador (Wibmer y
O’Brien, 1986). La distribucion en Jamaica citada por O’Brien y Wibmer (1982) corresponde a
una identificacion erronea de H. mirus (Pascoe). A pesar de que O’Brien y Wibmer (1982) listan
esta especie para México, no se conoce en qué estados puede ocurrir, pues no se encontraron
especimenes recolectados en México en las colecciones visitadas. Aunque H. elegans es conocido
por barrenar troncos de aguacate en Colombia, en México no se le conocen plantas hospedantes.

Heilipus fenestratus (Champion, 1902-10). Se distribuye en Guatemala (Champion,
1902) y México (O’Brien y Wibmer, 1982). Su distribucion en México incluye los estados de
Chiapas (MZFC, 1 espécimen) y Veracruz (USNM, 10 especimenes). No se le conocen plantas
hospedantes.

Heilipus furcatus (Champion, 1902-13). Esta especie solo se conoce de México
(O’Brien y Wibmer, 1982) y hasta el momento Unicamente para el estado de Veracruz
(Champion, 1902). No se conocen datos de distribucién adicionales, pues la descripcion original
estd basada en un Unico espécimen procedente de Veracruz y no se encontraron ejemplares en
ninguna de las colecciones revisadas. No se le conocen plantas hospedantes.

Heilipus guttiger (Champion, 1902-20). Se distribuye en México, Guatemala (O’Brien
y Wibmer, 1982), Costa Rica (USNM, 2 especimenes) y Panama (O’Brien y Wibmer, 1982). En
Meéxico, H. guttiger se ha reportado en el estado de Veracruz en asociacion con semillas de
Damburneya salicifolia y Nectandra turbacensis (Rodriguez-Sanchez et al., 2022). En Costa
Rica, las semillas de Damburneya salicina también permiten el desarrollo larvario de esta especie
de Heilipus (USNM, 1 espécimen).

Heilipus hieroglyphicus (Champion, 1902-11). Se ha reportado en Guatemala y
Meéxico (O’Brien y Wibmer, 1982). A pesar de que O’Brien y Wibmer (1982) listan esta especie
para México, no se conocen datos de distribucion en el pais, pues no se encontraron ejemplares
en ninguna de las colecciones revisadas y la descripcion original estd basada en un dnico
espécimen recolectado en Guatemala por Champion (1902). No se le conocen plantas
hospedantes.
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Heilipus lauri Boheman, 1845-443. Hasta el momento, se ha reportado en México

(O’Brien y Wibmer, 1982) y Colombia (Morrone, 1999). Su distribucion en México incluye los
estados de Chiapas, Guerrero, Hidalgo, México, Morelos, Oaxaca, Puebla y Veracruz (Castafieda-
Vildozola et al., 2013; Vazquez et al., 2017). En Mexico, H. lauri se ha encontrado en semillas
de aguacates criollos mexicanos (P. americana var. drymifolia) (Castafieda-Vildozola et al.,
2017), pahuas (P. americana var. americana) (Palacios-Torres et al., 2016) y cultivares
comerciales como Choquette, Colin V-33, Fuerte y Hass (Salgado y Bautista, 1993; Medina-
Quiroz et al., 2010). Adicionalmente, Castafieda-Vilddzola et al. (2009) obtuvieron adultos de H.
lauri a partir de semillas de Persea schiedeana Nees provenientes del municipio de Huatusco,
\eracruz.

Heilipus limbatus (Champion, 1902-11). Se distribuye en México, Honduras (O’Brien
y Wibmer, 1982), Costa Rica (USNM, 1 espécimen) y Panama (O’Brien y Wibmer, 1982). A
pesar de que O’Brien y Wibmer (1982) listan esta especie para México, no se conocen datos de
distribucion en el pais, pues no se encontraron especimenes recolectados en México en ninguna
de las colecciones revisadas y la descripcion original estd basada en un Unico ejemplar
procedente de Panaméa (Champion, 1902). No se le conocen plantas hospedantes.

El género Heilipus cuenta con 90 especies descritas, de las cuales 13 ocurren en México.
Estas 13 especies se distribuyen en los estados de Chiapas, Guerrero, Hidalgo, México, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, Tamaulipas y Veracruz. En cuanto a aspectos bioldgicos, hasta el
momento se conocen los habitos y plantas hospedantes de siete de estas 13 especies, las cuales
estan asociadas con semillas y troncos de plantas de la familia Lauraceae.

Una estrecha asociacién ecoldgica entre el género Heilipus y esta familia botanica ha sido
previamente documentada (Diaz-Grisales et al., 2021). Los datos de colecta del material
examinado Yy los reportes de literatura, indican que en México la mayor riqueza de Heilipus se
encuentra en los estados del sur del pais, una region también conocida por presentar la mayor
diversidad de la familia Lauraceae, particularmente en los estados de Chiapas (77 especies),
Oaxaca (68 especies) y Veracruz (55 especies) (Lorea-Hernandez, 2002).

Con ocho de 13 especies, Veracruz es el estado con el mayor nimero de especies de
Heilipus registradas, seguido por Oaxaca e Hidalgo, cada uno con tres especies. Esta mayor
diversidad en Veracruz es consecuente con el hecho de que este es uno de los estados mas ricos
en términos de Lauraceae en México. Sin embargo, llama la atencién que estados como Chiapas
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y Oaxaca, que son comparativamente mas ricos en Lauraceae, resultaran bajos en diversidad de

Heilipus. Es posible que la revision de material adicional en colecciones entomologicas del sur

del pais resulte en un mayor niumero de especies de Heilipus para estos dos estados.
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INTRODUCCION

La vainilla pertenece a la familia Orchideaceae con mas de 110 especies, 15 se han ubicado
en México (Soto y Dressler, 2010). De manera comercial se produce Vanilla planifolia para la
obtencion de extracto natural y otros productos (Azofeifa-Bolafios et al., 2014). Los principales
factores bidticos que afectan el crecimiento, desarrollo de las plantas y la produccion, son las
enfermedades causadas por microorganismos fitopatdogenos como Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-vanillae, que causa la pudricién de raices y tallos o enfermedad conocida como marchitez
(Kouyyappurath, 2016). Esta enfermedad se encuentra presente durante todo el ciclo del cultivo,
sin embargo, los mayores dafios los presenta durante la etapa de desarrollo de frutos, con una
severidad del sistema radical de hasta un 65.1%, favorecida por las condiciones de humedad; se
considera que es una enfermedad endemica con ciclos epidémicos (Gonzélez et al., 2020).
Ademaés de los fitopatdgenos, las plantas de vainilla estan conformadas por un microbioma que
incluye hongos enddéfitos (Khoyratty et al., 2015), los cuales son un grupo de hongos que viven
dentro del tejido de las plantas durante todo o cierto periodo de su ciclo de vida y no causan
sintomas visibles de dafio (Gupta et al., 2020). Se ha reportado que varias especies de enddéfitos
pueden desempefiar funciones como produccién de metabolitos, mejoramiento la aptitud fisica y
adaptacion de las plantas; resistencia y tolerancia a enfermedades y factores abioticos como el
caso de las micorrizas (Khoyratty et al., 2015; Rodriguez et al., 2009). Por tal razén, el objetivo
de esta investigacion es conocer la diversidad de hongos endéfitos presentes en las raices de las
plantas y de hongos en la rizésfera, en relacion a su riqueza y abundancia y con la fenologia de
plantas de vainilla cultivadas y silvestres y con la dinamica de la enfermedad marchitez de la

vainilla, asi como seleccionar y evaluar por la funcién que realizan, algunos de estos

89


mailto:gonzalez.hector@colpos.mx

microorganismos enddfitos como posible alternativa para el manejo integrado del cultivo y la

reduccion del dafio causado por la marchitez.
MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y muestreo. Se selecciond una plantacion comercial de vainilla (Vanilla
planifolia), bajo un sistema de manejo en casa sombra, en Papantla, Veracruz, en la ubicacion
20°21°28” N, 97°11°03” W. También se selecciond una poblacion de vainilla silvestre (Vanilla
sp) en Pluma Hidalgo, Oaxaca (15° 56° 59.9” N, 96° 21’ 35.9” W). En cada sistema se
seleccionaron y marcaron 30 plantas de las cuales se tomaron muestras de raices (asintomaticas y
sintomaticas) y suelo de rizésfera, durante el periodo enero 2023 a mayo de 2024. Se
consideraron las variables climatolégicas.

Aislamiento de hongos enddfitos de raices y hongos totales de la rizésfera. En cada uno de los
muestreos, se colectaron raices con suelo rizosférico y se transportaron al laboratorio de Ecologia
y Epidemiologia de Patosistemas de la Raiz, del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
para su procesado inmediato. Se desinfestaron y cortaron fragmentos de raices (Gamboa y Otero,
2016 con modificaciones) y se sembraron 10 trocitos por muestra en los medios de cultivo: Papa-
Dextrosa-Agar (BD BIOXON®), Extracto de Malta (Difco™) y medio Kerr. Los hongos del
suelo de rizosfera se cuantificaron mediante la técnica de dilucidn en placa, distribuyendo una
alicuota de 100 pL 1x107° en PDA en medio Kerr. Las cajas se incubaron en condiciones de
oscuridad a 25 °C durante tres a 12 dias, transcurrido ese tiempo se hizo el conteo de colonias
(UFC), aislamiento y purificacion por crecimiento monoconidial o monohifal (Gonzélez et al.,
2020).

Funcion: Solubilizacion de fosfatos. Para las pruebas in vitro, se seleccionaron 20 morfotipos
de hongos enddfitos de cada poblacién de vainilla con base en su frecuencia de aislamiento. Se
colocaron discos de medio PDA con crecimiento micelial de cada hongo, en cajas con el medio
especifico de Pikovskaya. Se incubaron a 25 °C durante tres a siete dias, después se observé la
presencia de halos claros alrededor de cada disco con los aislamientos inoculados, y se medio su
diametro (mm) (Turbat et al., 2020).

Funcion: Produccién de siderdéforos. La deteccion de sideroforos se llevo a cabo mediante la
metodologia propuesta por Schwyn y Nieland (1987). Los endofitos se cultivaron previamente en

PDA durante siete dias. Después se pasaron tres discos (~0.5 cm) con crecimiento del hongo a
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placas con medio Agar Blue Chrome Azurol (CAS). Las placas se incubaron a 25 °C durante

siete dias. La produccién de siderdéforos se determind por el cambio de color azul a amarillo o
naranja, se midio el diametro del halo formado alrededor de las colonias (Turbat et al., 2020).

Evaluacion de la enfermedad. Se cuantific la densidad de indculo (propagulos -g™- suelo de
Fusarium spp) en suelo de rizosfera de raices sintomaticas, mediante dilucién en placa
sembrando 100 pL 1x10° en medio de cultivo Kerr. La incidencia se evalu6 sembrando trocitos
de raices sintomaticas previamente desinfestadas, en medio de cultivo semiselectivo Kerr. Las
cajas se incubaron a 27 °C durante tres a siete dias y posteriormente se cuantificaron las colonias.
Analisis de diversidad. Se utilizd el software StimateS 9.1v para analizar la riqueza (S) general
en cada uno de los nichos de aislamiento, se elaboraron curvas de rarefaccion individuales para
comparar la riqueza usando intervalos de confianza al 95%. Las diferencias estadisticamente
significativas se determinaron mediante intervalos de confianza no superpuestos (Chaves y Bicca,
2016). La diversidad fungica enddfita y rizosférica, se analiz6 mediante el indice de diversidad

de Shannon (H") en las diferentes etapas evaluadas (Han et al., 2021).

Andlisis estadistico. Se realizé un anélisis de varianza (ANOVA) completamente al azar y la
prueba de separacion de medias de Tukey, para determinar diferencias significativas (p<0.05) en
la evaluacion de hongos solubilizadores de fosfatos y productores de sideroforos. El progreso de
la densidad de indculo e incidencia se ajustaron a modelos de crecimiento, la severidad de la
enfermedad se estimd con el &rea bajo la curva y se determinaron diferencias significativas

mediante la prueba de t-Student, utilizando el software SAS® 9v.

RESULTADOS Y DISCUSION

Riqueza y abundancia relativa. Se han aislado 151 morfotipos de hongos endofitos en
total, de raices asintomaticas. En vainilla silvestre la mayor riqueza de hongos enddfitos se
observo en raices asintomaticas (S=88) comparada con la riqueza de hongos totales aislados de
raices sintométicas. En el caso de vainilla cultivada (Vanilla planifolia), la riqueza de hongos
enddfitos fue mayor (S=63) en raices asintomaticas, comparada con raices sintomaticas (S=37).
En suelo de rizosfera, la mayor riqueza se observo en raices asintomaticas en ambas poblaciones
de vainilla, siendo significativamente diferentes (Fig. 1A). Los hongos méas abundantes en ambas
poblaciones de vainilla correspondieron a los ordenes Hypocreales y Xylariales, con 20.2% vy

18.1% en vainilla silvestre 'y con 32.9% y 22.7% en vainilla cultivada respectivamente. Se han
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lativa esta representada por Fusarium spp (Fig. 1B).
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Figura 1. Riqueza y abundancia relativa de hongos enddfitos y hongos del suelo de rizdsfera
en dos poblaciones de vainilla. A) Curvas de rarefaccion basadas en el nimero de morfotipos de
hongos aislados (las lineas discontinuas indican intervalos de confianza al 95%), RA=raices
asintomaticas, RS=raices sintométicas, SRA=rizosfera de RA, SRS= rizosfera de RS; B)
Abundancia relativa de 18 géneros identificados morfolégicamente en cada una de las poblaciones
de vainilla.

Dindmica de la diversidad de endofitos y de la enfermedad. Con base en el indice de
iversidad de Shannon, se encontrd que la poblacion de endéfitos en vainilla silvestre es la méas

versa (H'=3.9) en comparacion con vainilla cultivada (H'=3.2) (Cuadrol). Los indices mas altos

se encontraron durante el periodo julio-octubre para ambas especies, y en caso de vainilla

cultivada corresponde a las etapas fenoldgicas de desarrollo y madurez de frutos. Etapa

fe
di

nologica en la que se observo un incremento en la incidencia y severidad de la enfermedad y

sminuy6 de manera gradual desde la madurez de frutos hasta el inicio del siguiente ciclo (fig.

2A). En vainilla cultivada la densidad de inéculo y la incidencia se ajustaron a modelos de

crecimiento Gompertz y Logistico respectivamente, mientras que, en vainilla silvestre al modelo

Monomolecular (Cuadro 1). El area bajo la curva de la severidad de la enfermedad marchitez fue

estadisticamente diferente, con un valor mayor en vainilla cultivada (Cuadrol).
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Funcién: Solubilizacién de fosfatos. De los 20 morfotipos evaluados, solo uno

(Penicillium sp.) result6 positivo a la prueba. Se formo el halo caracteristico de solubilizacion de
fosfatos alrededor de la colonia en crecimiento, lo cual indica que el fosforo se vuelve asimilable
para las plantas.
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Figura 2. Dinamica de la enfermedad en diferentes etapas fenolégicas: A) fluctuaciones
del patogeno y la enfermedad, B) densidad de in6culo e incidencia acumulados en vainilla
cultivada. Las letras entre paréntesis en cada etapa fenoldgica indican el mes de muestreo.

Cuadro 1. Diversidad de hongos endofitos relacionada a la enfermedad marchitez, en
poblaciones de vainilla cultivada y silvestre.

t-Student
Modelo de ajuste ABCPE | P-valor<alfa (0.05)
indice de Densidad
S Shannon - Incidencia | Severidad Severidad
(H) de in6culo
Vainilla 1 g0 59y | 35 | 620005 | 1,=0.130 | 325.13
cultivada 0.002"
vainilla | gg g3y | 39 | M=0.034 | M=0024 | 127
silvestre

S= riqueza observada Wlestimada (entre paréntesis), G= modelo de crecimiento Gompertz,
L= modelo Logistico, M= modelo Monomolecular, r=tasa de crecimiento (% por mes).

*El ABCPE de la severidad fue estadisticamente diferentes entre cada poblacion de vainilla

Produccion de sideroforos. En ambas poblaciones de vainilla, algunos morfotipos formaron
el halo a las 24 y 72 horas. En V. planifolia solo tres morfotipos, el VC37 (Bauveria sp.), VC32 y
VC50 (Trichoderma sp) resultaron positivos a la produccion de siderdforos, siendo VC37 el méas
eficiente (d= 27.9 mm). En silvestre 15 morfotipos produjeron sider6foros de manera
significativa, siendo VS63 el mas eficiente (d= 42.5 mm).

93



AGRADECIMIENTOS

Al Conahcyt por la beca otorgada para mis estudios de postgrado y al Colegio de

Postgraduados por las facilidades otorgadas para mi formacion, a mi consejo particular de

investigacion y a los productores de vainilla de Papantla VVeracruz y Pluma Hidalgo, Oaxaca.

LITERATURA CITADA

Azofeifa-Bolafios J, Paniagua-Vazques A y Garcia-Garcia JA. 2014. Importancia y desafios de la
conservacion de la Vanilla spp. (Orquidaceae) en Costa Rica. Agronomia Mesoamericana,
25 (1):189-202.

Chaves OM y Bicca-Marques JC. 2016. Feeding Strategies of Brown Howler Monkeys in
Response to Variations in Food Availability. PLOSONE 11(2): e0145819.
doi:10.1371/journal.pone.0145819

Gamboa GMA y Otero OJT. 2016. Colombian Vanilla and ITS microbiota. Ill. Diversity and
structure of endophytic community. Acta Botanica Hungéarica 58(3-4): 241-256.

Gonzélez RH, Rodriguez GMP, Yéafiez MMJ y Escalante EJAS. 2020. Dinamica temporal de la
marchitez de la vainilla (Vanilla planifolia) asociada a Fusarium spp., en tres sistemas de
produccidn en Papantla, México. Tropical and Subtropical Agroecosystems 23 (19).

Gupta S, Chaturvedi P, Kulkarni MG, Van Staden J. 2020. A critical review on exploiting the
pharmaceutical  potential of plant  endophytic ~ fungi.  Biotechnol.  doi:
10.1016/j.biotechadv.2019.107462.

Han L, Shi J, He C and He X. Temporal and Spatial Dynamics of Dark Septate Endophytes in the
Roots of Lycium ruthenicum in the Desert Region of Northwest China. 2021. Agronomy,
11: 648. https://doi.org/10.3390/agronomy11040648.

Khoyratty S, Dupont J, Lacoste S, Lacoste S, Palama TL, Hae CY, Kyong KH, Payet B, Grisoni

M, Fouillaud M, Verpoorte R and Kodja H. 2015. Fungal endophytes of Vanilla planifolia
across Réunion lIsland: isolation, distribution and biotransformation. BMC Plant Biol
15:142. https://doi.org/10.1186/s12870-015-0522-5.

Koyyappurath, S, Atuahiva T, Le R, Batina H, Le-Squin S, Gautheron N, Edel HV, Peribe J, Jahiel
M, Steinberg C, Liew EY, Alabouvette C, Besse P, Dron M, Sache I, Laval V and Grisoni

M. 2016. Fusarium oxysporum f. sp. radicis-vanillae is the causal agent of root and stem
rot of Vanilla. Plant Pathology 65: 612—625.

94


https://doi.org/10.3390/agronomy11040648
https://doi.org/10.1186/s12870-015-0522-5

Rodriguez RJ, White JF Jr, Arnold AE, Redman RS. 2009. Fungal endophytes: diversity and
functional roles. New Phytol. 182(2):314-330. doi: 10.1111/].1469-8137.2009.02773.X.

Schwyn B and Neilands JB. Universal chemical assay for the detection and determination of
siderophores. Anal Biochem. 1987 Jan;160(1):47-56. doi: 10.1016/0003-2697(87)90612-9.
PMID: 2952030.

Soto MA y Dressle, RL. 2010. A revision of the Mexican and Central American species of Vanilla

plumier ex Miller with a characterization of their ITS region of the nuclear ribosomal DNA.
Lankesteriana International Journal on Orchidology (9):285-354.

Turbat A, Rakk D, Vigneshwari A, Kocsubé S, Thu H, Szepesi A, Bakacsy LD, Skrbi¢ B,
Jigjiddorj EA, Vagvolgyi C and Szekeres A. 2020-. Characterization of the Plant Growth-
Promoting Activities of Endophytic Fungi Isolated from Sophora flavescens.
Microorganisms. 7;8(5):683. doi: 10.3390/microorganisms8050683.

95
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INTRODUCCION

Las relaciones intrinsecas multivariadas que influyen en la salud de un suelo representan un
reto metodologico y analitico debido a las complejas interacciones entre variables asociadas a
factores fisicoquimicos y bioldgicos, los cuales son determinantes en la condicion productiva de
un suelo agricola (Orr y Nelson, 2018). Consecuentemente, para comprender la salud de un suelo
en la produccion de Agave fequilana es importante realizar evaluaciones integrales que consideren
dichas interacciones, a través de la medicion de textura, pH, materia orgénica y riqueza bioldgica,
entre otras variables, respecto a organismos infecciosos cuya densidad poblacional y parasitismo
esta fuertemente condicionado por el estrés de las plantas cultivadas (Mendoza-Ramos et al., 2021,
Lopez-Bautista ef al., 2020). Esta investigacion tuvo por hipoétesis que la interaccion entre suelos
de texturas fina, con bajos contenidos de materia organica, con pH neutros a 4cidos (<6.5) y altos
niveles de compactacidén, se asociaran a condiciones inductivas mediante efectos directos y
combinatorios en el suelo-rizosfera respecto al potencial infectivo de complejos de especies
Fusarium asociados a rizosfera y raiz. Teniendo como objetivo seleccionar variables asociadas a
determinantes de la salud de suelo mediante un enfoque analitico exploratorio consistente en el
empleo de métodos descriptivos e inferenciales que permitan establecer hipodtesis de validacion
estadistica y/o biologica para la comprension sistémica de la salud de suelos de Jalisco dedicados

a la produccion de A. tequilana.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. La colecta se realizd en 86 plantaciones comerciales durante dos eventos:
pre-lluvias (junio-julio de 2016) y post-lluvias (enero de 2017). Las plantaciones se seleccionaron
por criterios de inductividad epidémica mediante la metodologia REG-N (Acevedo-Sanchez et al.,
2017; Coria-Contreras et al., 2019). Adicionalmente, se consider6 la condicién fitosanitaria

predominante de plantacion: marchitez (M), pudricion seca de cogollo (P), aparentemente sano
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(AS) y suelos improductivos (IP) respecto al agave debido a la marchitez (Coria-Contreras et al.,

2019; Acevedo-Sanchez et al., 2017).

Muestreo de suelo — rizosfera. Se tomaron muestras compuestas de 500 g de suelo-rizosfera,
integrada por cinco submuestras (dos foco y tres perifoco). Cada submuestra se tomo con una pala
cilindrica metalica disefiada para estandarizar el volumen de colecta a 10 cm del cuello de planta
y 35 cm de profundidad. Para AS, se aplicO misma metodologia en una seccioén interna de
plantacion en torno a plantas aparentemente sanas. En IP, la muestra compuesta consistid

unicamente de suelo colectado en el tercio medio del predio. (Lopez-Bautista et al., 2020).

Analisis de laboratorio. Cada muestra compuesta se dividié en submuestra de 250 g, para
analisis microbiologico (Unidades formadoras de colonias de hongos totales y Fusarium) y
fisicoquimico (textura, pH, MO, entre otros). Estos ultimos se realizaron en el laboratorio de

fertilidad de suelos del Colegio de Postgraduados (COLPOS), Campus Montecillo.

Analisis estadistico. En SAS v9.4 y MS Excel 2016 se obtuvieron estadisticos descriptivos,
para analisis de comportamiento y tendencias de asociatividad univariada respecto a la salud de
suelo en su inductividad a SMAP. En SAS v9.4 y RStudio 2023.06.2, se realizaron analisis de
correlacion de Pearson (r) para determinar intensidad de asociacion bivariada. En RStudio y MS
Excel 2020 se visualizaron correlaciones con la libreria Corrplot y graficos de dispersion,

respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Comportamiento regional y variacion de caracteristicas fisicoquimicas, biologicas y
SMAP en suelos de la DOT. Se analiz6 una matriz epidemiologica integrada de 32 variables y
172 observaciones para un total de 5536 metadatos. Del total de variables, ocho fueron de
identificacion y caracterizacion de las plantaciones, 15 variables originales y nueve de
interpolacion geoestadistica e indices. En el componente de atributos fisicos, la compactacion tuvo
un decremento significativo para pre temporal de lluvias y post lluvias, pasando de 165.1 (£102.7)
y 218.9 (£120.8) en 15 cm de la rizosfera, a 112.2 (£110.6) y 133.1 (£124.9) en 30 cm,
respectivamente. En caracteristicas de textura, Arena, Limo y Arcilla fueron estables en ambos
eventos (26.5-30.4, 22.7-23.9 y 46.8-49.7, respectivamente), sugiriendo que la humedad no

modifica la composicion textural del suelo-rizosfera. El pH y MO tampoco cambiaron su
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composicion entre eventos a nivel regional, manteniéndose estable entre 6.37-6.38 (£1.13-1.23) y

2.3-2.38 (+0.88-0.98), respectivamente.

A nivel regional, el efecto pre temporal o post lluvia tuvo un comportamiento generalizado en
las tres regiones de la DOT. No obstante, suelos agaveros de Los Altos tuvieron un incremento de
<30 UFC Fusarium a mas de 110 en post lluvias, inclusive suelos con mayor UFC en pre temporal
(30.1 — 110 UFC) mantuvieron o aumentaron. Por otro lado, el incremento de Fusarium spp. no
fue relacionado directamente con reduccidon en la diversidad biologica, ya que estas zonas
incrementaron UFC hongos (> 89.1 UFC). Sin embargo, la compactacion de suelo se mantuvo
entre 100 — 300 kPa (moderada — alta) en estas subregiones para ambos eventos. La expresion de
sintomas del SMAP con severidad de plantas mayor a 40% se asoci6 regionalmente con UFC
Fusarium mayor a 50.1 y compactacion mayor a 100 kPa. Por el contrario, notablemente los suelos
sin incremento de UFC Fusarium (< 30 UFC) y severidad menor al 20% tuvieron baja diversidad

biologica (UFC hongos < 25) y baja compactacion (< 100 kPa) en post lluvia.

Analisis de asociatividad mediante coeficiente de Pearson. El analisis sin considerar factor
lluvia, mostrd correlaciones directamente proporcionales entre variables del Sindrome de
Marchitez y Pudricion del Agave (SMAP) y biolégicas UFC Fusarium e IF, con rangos de 0.37 —
0.89 (p <0.01). Por el contrario, Arena y pH, tuvieron correlacion inversa con SMAP (r=-0.13 a
-0.35, p < 0.05). La asociatividad negativa mas alta fue entre componentes texturales de suelo
Arena y Arcilla (r = -0.86, p < 0.01), y positiva entre severidad maxima y promedio de plantas

enfermas (r = 0.89, p <0.01).

El analisis de clustering entre variables y plantaciones, usando agrupacion por correlacion de
Pearson mostro consistencia en la conformacion de variables indicadoras de salud de suelos
agaveros de la DOT en pre temporal y post lluvias principalmente arena, pH y dafio. Las variables
bioldgicas mostraron incremento en las poblaciones de Fusarium en asociacion con compactacion.
En periodos de estrés hidrico, la agrupacion de correlaciones sugirid que la salud de suelo puede
estar asociada con moderado contenido de arena y arcilla, pH neutro-alcalino, y baja
compactacion. Por el contrario, en periodos post lluvias las combinaciones de variables para
comprender salud de suelo fueron més complejas. No obstante, destaco el bajo contenido de arcilla,

moderado de arena y limo, pH neutro-alcalino, y baja compactacion.
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CONCLUSIONES

Los andlisis descriptivos e inferenciales demostraron viabilidad adecuada para identificar
variables significativas con potencial explicativo de la salud de suelos agaveros en la
Denominacién de Origen del Tequila (DOT). Sin embargo, estas fueron marginales (p < 0.05) por
lo que se demuestra la explicacion parcial de enfoques univariados para comprender la
supresividad/inductividad del suelo debido a la alta heterogeneidad y variabilidad agroecologica
asociada al comportamiento de variables de dafo como incidencia o severidad de SMAP. En
general, la combinacion de humedad con bajo-moderado contenido de arena y arcilla, pH neutro-
alcalino, y baja compactacion fueron variables asociadas con salud de suelo y potencialmente

supresivas a Fusarium spp. en predios agaveros de la DOT.
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INTRODUCCION

El compostaje es un proceso de tipo bio-oxidativo que consiste en transformar material
organico crudo en un producto para uso agricola y forestal. Este proceso pasa por tres etapas: la
mesofila, termofila y de maduracion. Durante la etapa termofila, se reduce la poblacion de
patdgenos y de semillas de malezas, mientras que en la de maduracion se favorece la degradacion
de sustancias fitotoxicas, lo que hace del compost un producto estable. Para evaluar efectos
fitotoxicos de las compostas, se realizan pruebas de germinacion utilizando semillas de especies
muy sensibles, las cuales son sencillas, rapidas, y de facil reproductibilidad, econdémicas y
confiables (Alurralde et al., 2021, Camacho et al., 2019).
El indice de germinacion (IG) se usa para determinar la fitotoxicidad de la composta y valores
inferiores a 50% indican una alta fitotoxicidad; entre 50 y 80% fitotoxicidad moderada y valores
superiores a 80% revelan que el compost no presentaria fitotoxicidad (Eminio et al., 2004) y por
su parte Zucconi y colaboradores (1985) mencionan que cuando el IG excede el 100% el compost
puede ser considerado un fitonutriente o fitoestimulante.

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto sobre la germinacién y acumulacion

de biomasa in vitro en agave utilizando compostas a base de palma y lirio acuatico.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio. El presente ensayo se llevo a cabo en el Laboratorio de Patologia Forestal
del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo ubicado en Texcoco Estado de México y las

compostas fueron proporcionadas por la empresa TERRAMULCH.
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Control de calidad y obtencion de lixiviados de composta. Se usaron compostas de palmera

y palmera mas lirio acuatico bajo las siguientes condiciones: composta de 3.5 meses de edad
hecha de palmera 100% (P100) y palmera 50% + lirio acuatico 50% (PL-50-50) y otra de 4.5
meses de edad a base de palmera 50% + lirio acuatico 50% (P6). La calidad de la composta fue
evaluada con la norma mexicana (NMX-AA-180-SCFI-2018) y también fueron tamizadas, con el
fin de eliminar residuos grandes, utilizando un tamiz del nimero 10 — 2mm. Para llevar a cabo las
pruebas de germinacion in vitro, utilizando lixiviados de las compostas, se pesaron 25 gramos de
cada una de las compostas, fueron colocados en un matraz de 250 mL y se le agregdé 100 mL de
agua destilada, después los matraces fueron colocados en agitacion orbital por 3 horas. El

lixiviado de las compostas se filtro para eliminar los residuos.

Germinacion in vitro con lixiviados y medicion de biomasa en plantulas de agave. Se
realizaron pruebas de germinacion de Agave angustifolia Haw usando 100 semillas por
tratamiento (50 semillas en cada caja Petri) y testigo (agua corriente - ALL), con dos repeticiones
por tratamiento y la evaluacion se realizo por 30 dias. Las semillas se metieron en bolsas de
polietileno para crear un ambiente huimedo y se dejaron en incubacion dentro del Laboratorio de
Patologia Forestal. Las semillas germinadas fueron sometidas a congelacion por un maximo de
24 horas con el proposito de separar las raices y poder extenderlas para una mejor medicion. Las
mediciones se realizaron con un vernier digital de la marca UNbit (IP54). Una vez medidas, las
raices se pesaron para obtener el peso humedo y posteriormente se colocaron en una estufa de

secado (CRAFT) durante 48 horas a 60°C para obtener el peso seco.

Después de todo el proceso anterior, se procedid a obtener el % de germinacion usando la

siguiente relacion:

Porcentaje de germinacion = (Numero de semillas germinadas /NUimero de semillas puestas a
germinar) x 100

Para calcular el IG se uso la siguiente féormula:
.G.= (Gex / Gt) X (Lex / Lt) X (100) donde:
IG= indice de germinacion, Gex= Numero de semillas germinadas en el extracto, Gt= Numero de
semillas germinadas en el testigo absoluto, Lex= Longitud promedio de la radicula en el extracto

de compostas y Lt= Longitud promedio de la radicula en el testigo absoluto.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Control de calidad y obtencion de lixiviados de composta. Los resultados obtenidos, de
acuerdo con la NMX-AA-180-SCFI-2018, se encuentran especificados en el cuadro 1. En las

compostas de 3.5 y 4.5 meses de edad, se aprecia que mas del 60% de éstas se encuentra ya

degradada.
Cuadro 1. Control de calidad de compostas obtenidas a partir de palmera y palmera mas lirio
acuatico.
Tratamiento | % Material fino (2mm) *Tipo de composta *Fitotoxicidad (I1G)
P100 62.3 Composta tipo I <10 mm IG>90 %
PL-50-50 70.9 Composta tipo [ <10 mm IG>90 %
P6 61.4 Composta tipo I <10 mm IG>90 %

* Especificacion NMX-AA-180-SCFI-2018.

Ensayos de germinacion in vitro con lixiviados. La germinacion de semillas de A.
angustifolia inici6 al cuarto dia después de establecido el ensayo y el cual fue evaluado durante
30 dias. La mayor cantidad de semillas germinadas se observo entre los dias 6 y 11 después de
establecido el ensayo. En el cuadro 2, se presentan los resultados obtenidos a inicios de enero del
2024 donde se encontraron porcentajes desde un 32 a 51% en los lixiviados de composta y el
testigo.

Cuadro 2. Porcentaje e indice de germinacion (IG) en Agave angustifolia Haw obtenido en
lixiviados de composta hechos a base de palmera y lirio acuatico después de 30 dias de

evaluacion y bajo condiciones de laboratorio.

Tratamiento | Especie X longitud raiz | Pesoseco (g) | % IG
(mm) Germinacion

P100 A. angustifolia | 23.98 0.3 51 220.5

PL-50-50 A. angustifolia | 24.7 0.3 45 200.4

P6 A. angustifolia | 22.81 0.2 32 131.6

Testigo A. angustifolia | 17.33 0.1 32 100.0

Las compostas usadas en este estudio estan listas para ser usadas, como lo sugieren otros

estudios que requieren de al menos 100 a 140 dias de compostaje para su estabilizacion (Azula,

2022, Fain et al., 2018). Sobre la germinacion de semillas de agave, varios autores, mencionan
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las dificultades que han enfrentado en la germinacion de este tipo de semillas, por ejemplo,

Garrido et al; 2005 mencionan que la semilla tiene una gran variacion entre poblaciones, afios y
especialmente entre plantas. Por su parte, Sanchez y colaboradores en el 2017, mencionan que las
semillas de agave presentan un porcentaje de germinacion desde un 42 a 100%, y comienza entre
el 3er y 4to dia cuando son colocadas en arena y agua, en nuestros ensayos la germinacion se
presentd al cuarto dia bajo condiciones de laboratorio. Gutiérrez y colaboradores en el 2020,
mencionan que a 25°C la germinacion fue de 4% y 87%, donde se obtuvo mayor porcentaje de
germinacion fue en semillas almacenadas por 6 y 17 meses, donde influye directamente el tiempo
de almacenamiento de las semillas. Los estudios anteriores evaluaron unicamente la germinacion
bajo diferentes condiciones sin el uso de compostas, con los resultados obtenidos en el presente,
se puede concluir que la germinacion de semillas de agave puede ser usado como indicador de

maduracion en compostas hechas a base de palmera y lirio acuético.

De acuerdo a los resultados obtenidos tenemos que la composta puede ser considerado como
un fitonutriente o fitoestimulante seglin lo propuesto por Zucconi y colaboradores (1985). Por su
parte, Eminio y colaboradores (2004), propusieron que los valores de IG inferiores a 50% indican
una alta fitotoxicidad; entre 50 y 80% fitotoxicidad moderada y valores superiores a 80% revelan
que el compost no presentaria fitotoxicidad, por lo cual nuestros resultados reflejan que la especie

sometida a germinacion en lixiviados esta por encima de los valores del 80% de IG.

La germinacion para semillas de Agave angustifolia en lixiviados de composta de palmera y
lirio acuatico de 3.5 y 4.5 meses de edad, indican que éstas estan en condiciones de ser usadas
para germinacion. Las mejores compostas para germinacion de semillas de agave fueron la P100
y PL-50-50, ambas de 3.5 meses de edad, y que mostraron los mejores resultados en cuanto a %
de germinacion e indice de germinacion (IG) a nivel de laboratorio. Ambas, se pueden considerar
como un fitonutriente o fitoestimulante al exceder el IG mas del 100% ademas de tener

porcentajes altos de germinacion.
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ETIOLOGIA DE MANCHAS FOLIARES EN ARROZ (Oryza sativa L.)
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INTRODUCCION

En México, el arroz, ocupa el tercer lugar en superficie y produccion después del maiz y del
trigo (SIAP, 2024a). Campeche, Nayarit, Veracruz, Michoacan y Jalisco aportan el 83.36% (210
155.17 t) de la produccion nacional; mientras que Morelos, con una superficie de 695 ha y una
produccion de 7 250.40 t, mantiene los rendimientos mas altos (10.43 t/ha) (SIAP, 2024b). El area
foliar de este cultivo puede ser infectada por hongos, bacterias, virus y nematodos (Webster y
Gunnell, 1992), limitando el crecimiento de la planta y afectando el rendimiento y la calidad del
grano (Laha et al., 2017; Salini et al., 2021).

En el ciclo primavera-verano 2021, en parcelas comerciales de arroz del estado de Morelos, se
observaron sintomas putativos a hongos, los cuales se caracterizaron como lesiones ovaladas cafés
con halo cloroético, puntos cafés y manchas cafés lineares e intervenales con o sin halo cloroético.
De estos sintomas se aislaron 1076 hongos, los cuales se agruparon en 88 morfotipos de acuerdo
con la forma, color y textura de las colonias. Los morfotipos con el mayor nimero de aislados
correspondieron a Nigrospora oryzae, Bipolaris oryzae, Epicoccum sorghinum, Fusarium equiseti,
Cladosporium sp. y Alternaria sp.; sin embargo, se desconoce el agente causal y el impacto que
tiene en el rendimiento, por lo que el objetivo general de la investigacién fue determinar la etiologia
de las manchas foliares en arroz en las principales regiones productoras de Morelos. Los avances
que se presentan a continuacion corresponden a la etiologia de las manchas foliares y al efecto que

tiene el agente causal en el rendimiento en ensayos establecidos en invernadero.
MATERIALES Y METODOS

Ubicacidn de los experimentos. Los ensayos se realizaron en una cubierta plastica con laterales

de malla sombra en las instalaciones del INIFAP - Campo Experimental Zacatepec, Morelos.
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Material vegetal. Plantulas de las variedades Morelos A-92 (MA92), Morelos A-98 (MA98),
Morelos A-2010 (MA2010) y Morelos A-2016 (MA2016) se trasplantaron a macetas de 18 L con
sustrato organico (tierra de monte - follaje seco de pino - agrolita) previamente desinfestado con

BUSAN® 30 WB, se fertilizaron tres veces y se regaron diariamente.

In6culo. Cultivos puros de Cladosporium sp. (C), y Nigrospora oryzae (No), Bipolaris oryzae
(Bo), Epicoccum sorghinum (Es), Fusarium equiseti (Fe) y Alternaria sp. (A) se desarrollaron en
medio V8 y en PDA complementado con 200 g de papa natural (PDAC), respectivamente, durante
15 dias a 25 - 27° C con 12 h luz. Los conidios se recuperaron por filtracion y se suspendieron en
agua destilada estéril con Tween 20 al 100%, a una concentracion de 1x10° conidios/mL.

Prueba de patogenicidad

Disefio experimental. El experimento se establecié en un disefio completamente al azar con
siete tratamientos por variedad, cada uno con cuatro repeticiones. El tratamiento uno consistio de
plantas inoculadas con No, el tratamiento dos de plantas inoculadas con Bo, el tratamiento tres de
plantas inoculadas con Es, el tratamiento cuatro de plantas inoculadas con Fe, el tratamiento cinco
de plantas inoculadas con A, el tratamiento seis de plantas inoculadas con C, y el tratamiento siete
de plantas asperjadas con agua destilada estéril con Tween 20 al 100% (testigo). La unidad
experimental fue una maceta con una planta.

Inoculacion. Las inoculaciones se realizaron en plantas de 61 dias de edad en MA92 y MA2010.
Para cada tratamiento, las plantas se asperjaron con 10 mL de in6culo y se cubrieron con una bolsa
de plastico durante 24 h para favorecer la humedad. Las plantas del tratamiento testigo se
asperjaron con 10 mL de agua destilada estéril con Tween 20 al 100%. Todas las plantas se regaron
diariamente y se evaluaron cada 24 h, después de la inoculacion, durante cinco dias consecutivos.

Reaislamiento de los hongos. Se cortaron fragmentos de hoja de 1.0 cm?, considerando el
sintoma y porciones sanas de la ldmina, se desinfestaron con hipoclorito de sodio y se cultivaron
en PDAc a 25 -27° Ccon 12 h luz.

Evaluacion del rendimiento

Disefio experimental. El experimento se realizd en un disefio de parcelas divididas. Las
parcelas grandes las conformaron las plantas inoculadas con Bo y las plantas asperjadas con agua
destilada estéril con Tween 20 al 100% (testigo). Las parcelas chicas fueron las variedades MA98,

MA2010 y MA2016. La unidad experimental fue una maceta con una planta.
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Inoculacién. Las plantas se inocularon a los 56, 76 y 98 dias después del trasplante, como se

describié anteriormente, se mantuvieron en invernadero y se regaron diariamente hasta la
evaluacion (antes de la cosecha).

Evaluacion de incidencia y severidad. La incidencia se determind con base en la ecuacion de
Campbell y Madden (1990). La severidad se evalud con la escala diagramatica de la mancha café
(IRRI, 2002; Shrestha et al., 2017) y el porcentaje correspondiente se calculd con la ecuacién de
Mau y colaboradores (2020).

Rendimiento. Se recolectaron todas las paniculas y se almacenaron en bolsas de papel. Se
contaron las paniculas por planta, granos por panicula, granos llenos y se pesaron 1000 granos. El
calculo del rendimiento se realizé con la formula correspondiente (Chaudhary et al., 2003).

Analisis estadistico. Los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y

comparacion de medias de Tukey (P < 0.05) con el paquete estadistico SAS Version 9.4 (2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de patogenicidad. De los seis hongos inoculados en MA92 y MA2010, solamente B.
oryzae causo pequefios puntos de color verde claro a las 24 horas después de la inoculacion (hdi).
A las 48 hdi, estas lesiones se desarrollaron en puntos cafés con halo clor6tico, en manchas cafés
romboides y en manchas cafés lineares e intervenales con presencia o no de halo clorético. En
Zacatepec y Cuautla, Morelos, se reporto la presencia de B. oryzae afectando hojas y paniculas de
variedades comerciales (Hernandez y Tavitas, 2016). Sin embargo, no se demostro su papel como
agente causal ni se describieron los sintomas. Bipolaris oryzae causa la mancha café en la hoja,
enfermedad devastadora en muchas regiones productoras de arroz a nivel mundial. Las manchas
son café oscuro a café purpura, con centro café claro a grisaceo y margenes cafés rojizos, y pueden
desarrollar un halo amarillo (Ashfaq et al., 2021), lo cual coincide con los resultados obtenidos en
esta investigacion. Cabe sefialar que las manchas varian en forma y tamafio, dependiendo de las
condiciones ambientales (Sunder et al., 2014).

En las condiciones evaluadas, N. oryzae, E. sorghinum, F. equiseti, Alternaria sp. y
Cladosporium sp. no indujeron algun sintoma en MA92 y MA2010; no obstante, se han reportado
como patdgenos de arroz de importancia econémica. En México, B. oryzae y Alternaria sp. se
asociaron a manchas foliares (Hernandez y Tavitas, 2016) y, junto con A. alternata, A. solani, N.
oryzae, N. sphaerica, E. sorghinum y Cladosporium cladosporiodes, a la decoloracion del grano
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(Hernéndez et al., 2012; Sandoval-Martinez, 2022). No obstante, solo se comprobo que B. oryzae

y E. sorghinum son los agentes causales de manchas foliares (Sandoval-Martinez, 2022).

De los sintomas que se desarrollados en las plantas inoculadas con B. oryzae, se reaislo un
hongo, el cual, hasta el momento, se identifico morfolégicamente como Bipolaris sp.

Incidencia, severidad y rendimiento. Las plantas de las variedades MA98, MA2010 y
MAZ2016 inoculadas con B. oryzae y las del tratamiento testigo presentaron una incidencia del
100% de la enfermedad; y aun cuando la severidad fue significativamente mayor (p<0.05) en las
plantas inoculadas (59.05%), no hubo diferencias significativas (p>0.05) en el rendimiento entre el
tratamiento testigo (9.23 t) y las plantas inoculadas (9.03 t). A pesar de que los ensayos de
patogenicidad se llevaron a cabo en las mejores condiciones asépticas, es posible que haya ocurrido
una contaminacién cruzada durante el manejo de las plantas, lo que resultd en el desarrollo de
manchas cafés en las plantas del tratamiento testigo.

Los sintomas que se desarrollaron en las plantas inoculadas con B. oryzae fueron similares a los
observados en campo (lesiones ovaladas cafés con halo clorético, puntos cafés y manchas cafés
lineares e intervenales con o sin halo clorético), por lo que se concluye que esta especie es el agente
causal de las manchas. No se tienen datos concluyentes sobre el efecto de B. oryzae en el
rendimiento, toda vez que las plantas del tratamiento testigo presentaron sintomas.
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INTRODUCCION

Los mexicanos se autocalifican como “gente de maiz” (Kato et al., 2009). Pese a la importancia
de este cultivo, estimaciones para afios venideros dan un panorama desalentador para México,
estimando que para 2030 se acrecentara de manera historica la brecha entre el consumo y
produccion (CIMMYT, 2019).

Dentro de los factores que propician el aumento de esta brecha se encuentra una sintomatologia
de produccion multiple de jilotes que productores de zonas maiceras conocen como “mano de
chango”, la cual hasta la fecha se desconoce su etiologia y cuya incidencia puede llegar a 100%
(Farabaugh et al., 2019). Con pérdidas de grano reportadas para México entre 20 y 86%
(Méarquez et al., 2021), y variaciones de 35 a 91% en los Estados Unidos de Norteamérica (Ortez
et al., 2022).

Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo son diagnosticar el patégeno asociado a
sintomas de la enfermedad mano de chango en el cultivo de maiz, evaluar la incidencia y
severidad en distinto germoplasma incluyendo hibridos comerciales, variedades nativas y
variedades de polinizacion libre en distintos estados de la Republica Mexicana y determinar su
asociacion con posibles insectos vectores de la familia Cicadellidae.

MATERIALES Y METODOS
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Incidencia y severidad: este primer apartado tuvo como objetivo corroborar la importancia

de esta enfermedad. Se evaluo su incidencia y severidad en 21 hibridos comerciales en el Valle de
Toluca, México, un hibrido comercial y una variedad nativa de polinizacion libre en el Valle del
Mezquital, Hidalgo, y seis variedades mejoradas de polinizacidn libre en Montecillo, Texcoco, México.
Se contabilizaron 400 plantas de surcos centrales ubicando las positivas a mano de chango y la planta
vecina asintomatica, las plantas asi apareadas se colectaron en pares para pesarlas, desgranarlas y
registrar el porcentaje de humedad en grano fresco con un medidor de humedad Dicky John miniGAC
pluse y ajustando su humedad a 14%. El peso del grano de mazorcas producidas por las plantas con
sintomas de la enfermedad y el de las plantas vecinas sanas fueron analizados usando un disefio de

parcelas apareadas.

Incidencia en diferentes localidades: Una vez que se report6 la importancia de la mano de
chango en diferente germoplasma de maiz, fue necesario conocer su distribucion en la republica
mexicana. Por lo cual, se evaluaron diferentes localidades en diferentes estados, se localizaron
parcelas de siembras comerciales de maiz en etapa fenoldgica R1 o posterior, donde fue
necesario tener acceso a la identidad del material genético cultivado. En cada localidad se
determinaron las coordenadas geogréficas, metros sobre el nivel del mar (msnm), material
genético e incidencia del sintoma mano de chango en 100 plantas en cada uno de cuatro surcos

en la parte central de la parcela.

Identificacion del agente causal: Desde el afio 2021 se han colectado muestras de maiz
sintomaticas y asintomaticas a la mano de chango en diferentes estados de México. Sobre estas
muestras se extrajo ADN utilizando el kit DNeasy Plant (QIAGEN®) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para su secuenciacion se elaboré una muestra compuesta con 10
plantas provenientes de diferentes estados, la calidad se evalud con el programa FastQC y el
ensamble de novo se realiz6 con el programa SPAdes version 3.10.1. Las secuencias obtenidas
se compararon con la base de datos (GenBank) del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI).

Estudios en la chicharrita del maiz: por el efecto de su alimentacion y transmision de

patégenos Dalbulus maidis es una plaga importante del maiz. En este cultivo, el uso de
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insecticidas quimicos es la principal herramienta utilizada por los productores, lo que mantiene

el riesgo de producir poblaciones resistentes. El presente capitulo tuvo como objetivo evaluar la
viabilidad de una adaptacion del método CDC para determinar el tiempo letal a insecticidas
comerciales de los grupos neonicotinoides, piretroides, sulfoxaminas y organofosforados. Esto
con el fin de abonar a la estrategia de control quimico y manejo de la resistencia a Dalbulus

maidis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidenciay severidad: En todo el germoplasma evaluado se encontré la presencia de la mano
de chango causando pérdida directa de grano con mayor efecto en los genotipos Aspros HC8 y la
variedad nativa “Hidalgo”, en el Valle del Mezquital, Hidalgo. Respecto al rendimiento de grano
aplicando el andlisis de parcelas pareadas, se observ6 una pérdida significativa en produccién
de grano por mazorca en todas las variedades, las cuales disminuyeron su rendimiento
dependiente del material genético desde el 86 % en M0O19:15# Bco (Colpos) hasta el 20 % en
MO19: CP Hilda 2 Amar (Colpos), tal como reportan EImore y Abendroth (2006), Alcantara-
Mendoza et al. (2010) Thomison (2015), Sravani et al. (2021), Marquez-Diego et al. (2021),
Moghadam et al. (2022), quienes mencionan que tanto la incidencia como severidad son depen-

diente del germoplasma utilizado.

Incidencia en diferentes localidades: La sintomatologia de mano de chango se encontrd
presente en todos los estados del sur, centro y norte de México. Se encontraron plantas con
sintomas en todas las entidades evaluadas, con incidencias de hasta el 96%. Las variedades
nativas presentaron mayor incidencia que los hibridos comerciales y las de polinizacion libre.
Se detectd una covarianza positiva y una correlacion significativa entre las variables incidencia

y altitud.

Identificacion del agente causal: Después del analisis bioinformatico las muestras procesadas

indican la presencia de diversos agentes que pueden estar involucrados en la sintomatologia de
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mano de chango del maiz. Se encontraron virus de los géneros polerovirus, potexvirus,

marafivirus y tobamovirus, diversos fitoplasmas y spiroplasmas

Estudios en la chicharrita del maiz: Dong y Lukasz (2017) definieron a los bioensayos tipo
CDC como una herramienta eficiente para diversas especies. En este apartado se reportan los
tiempos letales medios para los insecticidas evaluados. La técnica CDC con las modificaciones
realizadas, resultd viable para el estudio de la resistencia de D. maidis. En concordancia con
Vargas y Ubilla (2001) obtener el tiempo letal para esta plaga funciona como un buen estimador
de la toxicicidad de plaguicidas que permite evaluar de manera simple, con precision y cuyo

costo no es impedimento para su realizacion.
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INTRODUCCION

De acuerdo con los indices mundiales de agricultura, el arroz (Oryza sativa L.) es uno de
los principales cereales en la dieta de la poblacién, después del maiz y del trigo. A nivel
internacional, China e India son los paises lideres en la produccién de este cereal (FAO, 2023).
México ocupa el lugar nimero 56, con una produccion de 257 mil t anuales. Sin embargo, no se

cubren las necesidades alimenticias del pais, por lo que es necesario importarlo (SIAP, 2022).

El grano de arroz es afectado por numerosos agentes infecciosos que causan distintas
enfermedades, y que, en determinadas condiciones ambientales, constituyen uno de los factores
limitantes de mayor importancia en el aprovechamiento de este cereal (Almaguer et al., 2008). Los
hongos son los microorganismos de mayor importancia, ya que inducen numerosas enfermedades,
afectando la calidad y el rendimiento de la cosecha (Almaguer et al., 2008).

El manchado del grano o decoloracion del grano de arroz es una enfermedad causada por
un complejo de patégenos fungicos, aunque algunas bacterias también estan asociadas al sintoma
(Valdez-Nuiiez et al., 2020; Yan et al., 2010). Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de
lesiones en las glumas y en el grano, que van desde pequefios puntos oscuros a manchas de color
marron, negro, purpura, amarillo y rojo que pueden cubrirlo totalmente (Scheidt et al., 2019). Los
patégenos asociados a la decoloracion de grano inciden de forma negativa al afectar la
germinacion, el vigor y el tamafio de las plantulas; disminuir el peso y el nimero de granos por
panicula; e inducir un alto porcentaje de vaneo (Rivero et al., 2009).

Como se sefialé previamente, la decoloracion de grano se ha asociado a diferentes patégenos. Sin
embargo, pocos investigadores han llevado a cabo las pruebas de patogenicidad con el fin de
determinar el agente causal de esta enfermedad.

En 2012, en los municipios de Jojutla, Cuautla y Emiliano Zapata, Morelos, se identificaron
hongos asociados a paniculas con granos decolorados en las variedades de arroz Morelos A-92,
Morelos A-98, Morelos A-2016, Morelos A-08, Kosi A-08 y Morelos A-2010 (Valencia et al.,
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2016). No obstante, estos reportes no incluyen la identificacion molecular ni las pruebas de

patogenicidad que demuestren que estos microorganismos son los agentes causales de la
decoloracion del grano. Por lo anterior, es fundamental determinar la etiologia de la enfermedad a
partir de hongos aislados de paniculas sintomaticas recolectadas en parcelas comerciales de arroz
de Jojutla y Zacatepec, Morelos. La informacion que se genere, permitira al agricultor mexicano

establecer una correcta estrategia de manejo del cultivo de arroz y el control de la enfermedad.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y purificacion. En verano de 2022, en los municipios de Jojutla y Zacatepec,
Morelos, se recolectaron paniculas de arroz de las variedades Morelos A-2010 (MA2010), Morelos
A-92 (MA92) y Morelos A-2016 (MA2016), con sintomas de decoloracion del grano. Se tomaron
15 granos sintomaticos y cinco asintomaticos por panicula, se desinfestaron con hipoclorito de
sodio al 3%, se enjuagaron con agua destilada estéril y se colocaron sobre papel secante estéril
para retirar el exceso de humedad. Los granos se cultivaron en PDA modificado (200 g papa +5 g
agar + 39 g PDA BD Bioxon™/L agua) a 25 + 2 °C con 16 h luz/8 h oscuridad. Posteriormente,
las colonias se separaron con base en su morfologia, se purificaron por punta de hifa y se
identificaron morfologicamente. Los aislados se mantuvieron en medio Papa (200 g/L) Dextrosa
(BD Bioxon) a 4 °C para su posterior reactivacion.

Material vegetal. En marzo de 2023, semillas de las variedades MA92 y MA2010 se
desinfestaron cinco dias antes de la siembra. Posteriormente, se sembraron en pacholes ubicados
en el municipio de Jojutla. Veinte dias después de la germinacion, las plantulas se retiraron de los
pacholes y se transportaron al CEPROBI-IPN, localizado en el municipio de Yautepec, Morelos.
Las plantulas se trasplantaron a macetas de plastico de 10 L de capacidad con suelo previamente
barbechado y expuesto al sol durante tres semanas, se regaron diariamente y se fertilizaron.

Pruebas de patogenicidad. Para la variedad MA2010, se establecieron cuatro tratamientos
con cuatro repeticiones cada uno. El tratamiento 1 consistio en plantas inoculadas con Bipolaris
sp. (B), el tratamiento 2 de plantas inoculadas con Nigrospora sp. (N), el tratamiento 3 de plantas
inoculadas con Phaeoseptoria sp. (Pha) y el tratamiento 4 de plantas infiltradas con agua destilada
estéril (testigo). Para la variedad MA92, se establecieron ocho tratamientos con cuatro repeticiones
cada uno. El tratamiento 1 consistio de plantas inoculadas con N, el tratamiento 2 de plantulas

inoculadas con B, el tratamiento 3 de plantulas inoculadas con Phoma sp. (Pho), el tratamiento 4
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de plantulas inoculadas con Fusarium sp. (F), el tratamiento 5 de plantulas inoculadas con

Corynespora sp. (Co), el tratamiento 6 de plantulas inoculadas con Alternaria sp. (A), el
tratamiento 7 de plantulas inoculadas con Curvularia sp. (Cu) y el tratamiento 8 de plantulas
infiltradas con agua destilada estéril (testigo).

Los ensayos se establecieron en un disefio completamente al azar; la unidad experimental fue una
panicula por planta.

Inoculacion. Paniculas en la etapa de embuche (60 dias después del trasplante), se
infiltraron con 2.5 mL de indculo (1x10° esporas/mL) con una jeringa hipodérmica de 3 0 5 mL.
Posteriormente, cada panicula se cubrié con una bolsa de plastico, previamente perforada, y se
asperjé con 5 mL del mismo inéculo para mantener condiciones de humedad. Seis dias después,
se realizd una segunda inoculacion mediante infiltracion o aspersion de la misma cantidad de
inéculo.

El 20 de septiembre de 2023, se recolectaron las paniculas inoculadas y se transportaron al
Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las tres variedades evaluadas, se desarrollaron paniculas con granos decolorados y
solamente en la variedad MA92 hubo granos vanos. Los granos decolorados se caracterizaron por
presentar manchas de color marrén a café oscuro, de forma redonda, alargada o irregular, que
cubrian un tercio o la totalidad del grano, lo cual coincide con los sintomas descritos por Baite et
al. (2020) y Guyana Rice Development Board (2016). No obstante, también se han observado
manchas de color negro, parpura, amarillo y rojo (Rivero et al., 2012; Gutiérrez y Mazzanti de
Castafion 2015; Scheidt et al., 2019).

De manera global y a nivel de variedades, se observd que MA92 presentd el mayor nimero de
aislados y géneros identificados (15), seguido por MA2016 (6) y MA2010 (4). En todas ellas,
Bipolaris sp. y Nigrospora sp. fueron los géneros que tuvieron la mayor prevalencia. Ademas, en
la variedad MA2010 se aislé con mayor frecuencia al género Phaeoseptoria sp.; en MA2016 a
Alternaria sp., Fusarium sp., Corynespora sp. y Gonytrichum sp.; y en MA92 a Phoma sp.,
Fusarium sp. y Corynespora sp.

En la variedad MA2010, los hongos Bipolaris sp. y Nigrospora sp. causaron la decoloracion

del grano de las paniculas; ademas, junto con Alternaria sp., Curvularia sp., y Phoma sp. causaron
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esta enfermedad en MA92. Estos resultados coinciden con las pruebas de patogenicidad que se

realizaron en Cuba (Rivero et al., 2012), Colombia (Castafio, 1983), India (Balgude y Gaikwad,
2016), Tailandia (MVu y Somsiri, 2006) y Nigeria (Oppong et al., 2022). En México, no se habian
realizado las pruebas de patogenicidad para determinar la etiologia, por lo que en esta investigacion
se reporta por mi primera vez los hongos que inducen la decoloracion del grano de arroz. Estos
hongos inhibieron o disminuyeron el desarrollo de la panicula; ocasionaron granos vanos con
manchas redondas o irregulares de color café y negro, asi como el manchado total o parcial de las

glumas de granos llenos.

En las variedades evaluadas, todos los hongos que se inocularon se reaislaron de los granos
que presentaron decoloracidn, a excepcion de Phaeoseptoria sp., en la variedad MA2010, y de
Corynespora sp. y Fusarium sp. en la variedad MA92.

Es posible que los sintomas observados en las paniculas inoculadas con Phaeoseptoria sp.,
hayan sido inducidos por Curvularia sp., Fusarium sp., Nigrospora sp. y/o Alternaria sp., ya que
estos hongos se aislaron con una frecuencia de 47.05, 23.52, 17.64 y 5.88 % respectivamente. En
las paniculas inoculadas con Corynespora sp. 0 Fusarium sp., Curvularia sp. se present6 con una
prevalencia del 72.72 y 50%, respectivamente, por lo que probablemente fue el agente causal de la
decoloracion.

Bipolaris sp., Nigrospora sp., Alternaria sp., Phoma sp. y Curvularia sp. se reaislaron de las
paniculas en las que se inocularon; no obstante, en todos los casos, Curvularia sp. se aislé con
frecuencias del 23.80 al 92.85 %, lo que sugiere que estos hongos son los agentes causales de la
decoloracion, y que Curvularia sp., ademas de patdgeno, pudo ser un contaminante y un posible
enddfito (Priyadharsini y Muthukumar, 2017), ya que se aislo (100%) de las paniculas asperjadas

con agua destilada estéril.
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INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.), es el segundo grano mas cultivado en el mundo con 789.5
millones de toneladas (Mt) y en México ocupa el cuarto lugar con una produccion de 3.281 Mt,
siendo el trigo harinero de ciclo otofio-invierno de riego el que aporta alrededor del 90% de la
produccion nacional (CANIMOLT, 2022; SIAP, 2023; Sowell & Williams, 2024). Galvez Gamboa
et al., (2018) estima un aumento y demanda de alimentos para el 2050 y consigo se duplicara el
uso de agroquimicos, plaguicidas e insecticidas para el control de plagas y enfermedades. El cultivo
de trigo, es afectado por fitopatdgenos como roya de la hoja inducida por Puccinia triticina,
mancha foliar inducida por Septoria tritici, el oidio del trigo inducida por Blumeria graminis y el
tizon de la espiga inducido por F. graminearum (Dean et al., 2012; Qi et al., 2019). Estos patdégenos
amenazan la productividad del trigo en todo el mundo, debido a que afectan el rendimiento,
produciendo semillas de mala calidad y pudricion del grano (Qi et al., 2019). Ademas, F.
graminearum produce micotoxinas como tricotecenos, deoxinivalenol (DON) y el nivalenol (NIV)
perjudiciales para la salud humana y animal (Malbran et al., 2014; McMullen et al., 2012). Para el
control de este patdgeno se utilizan cultivares moderadamente resistentes a resistentes; sin
embargo, no son suficientes para prevenir una epidemia; ademas, variedades resistentes como
Sumai 3, no tienen buen tamafio para la trilla, ni buen rendimiento del grano (Ribichich et al., 2007;
Toth et al., 2008). Por otro lado, ademas del control genético para combatir la fusariosis, se utilizan
quimicos como los benzimidazoles, triazoles y estropulliurinas; sin embargo, el uso excesivo e
indiscriminado ha inducido resistencia y aumento de micotoxinas (Becher et al., 2010; Duan et al.,
2018; Zhou et al., 2020). Aun no existe un control efectivo de esta enfermedad por lo que se
propone el uso de T. atroviride, debido a que es amigable con el ambiente y posee un mecanismo

micoparasitico por medio de compuestos antifingico, enzimas (Prbl1, Ech42 y Gluc78) y proteinas
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que provocan la lisis de la pared celular del patdgeno. Ademas, activa el mecanismo de defensa de

la planta, facilitan la absorcion de nutrientes que promueven el crecimiento y desarrollo de esta
(Olmedo-Monfil et al., 2002; Schmoll & Schuster, 2010; Vinale et al., 2008; Viterbo et al., 2002).
Por otro lado, la nanotecnologia ha incursionado en la creacion de nanopesticidas para la proteccion
de plagas y enfermedades en los cultivos de importancia agronémica (Lira-Saldivar et al., 2018;
Shang et al., 2019). Las nanoparticulas (NPs) de los Oxidos metalicos tienen propiedades
antibacterianas y antifangicas, siendo la primera, la mas ampliamente estudiada (Akbar et al., 2019;
Balderrama-Gonzalez et al., 2021). Pariona et al., (2019) y Viet et al., (2016) reportan que NPs de
CuO y Cu poseen efecto antifungico en Fusarium spp., especificamente en F. solani y F.
oxysporum. Por lo anterior, el objetivo general de la presente investigacion fue evaluar el efecto de
la aplicacion de T. atroviride y NPs de CuO en el control de F. graminearum en plantas de trigo.
En este trabajo se presenta la sintesis y caracterizacion de las NPs de CuO, ademas de los ensayos
de inhibicidn de las NPs de CuO y de antagonismo de T. atroviride contra F. graminearum.

MATERIALES Y METODOS

Sintesis de NPs de CuO

La sintesis se realizo en el laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular de la Interaccion
Planta-Patdgeno-Vector y Control Bioldgico, del Postgrado en Fitosanidad- Fitopatologia del,
Campus Montecillo. Para la obtencion de las NPs de CuO se utiliz6 el método de sintesis por
precipitacion quimica descrito por Lanje et al., (2010), con algunas modificaciones en el
centrifugado, reduciendo de 12, 500 a 4,500 rpm. Las NPs de CuO se colocaron sobre un vidrio de
reloj y se dejaron secar a temperatura ambiente. Una vez que las nanoparticulas estuvieron
completamente secas, se recuperaron y pesaron, para evaluar su rendimiento, este procedimiento
se realizo por triplicado. La caracterizacion de SEM y TEM, se realiz6 en el laboratorio de
Microcopia Electrénica, Campus Montecillos. La difraccién de rayos X (DRX) y espectroscopia
Raman se realiz6 en CIMAV, Chihuahua.

Caracterizacion de NPs de CuO.

Las caracteristicas morfologicas, estructurales, analisis elemental y tamafio de las
nanoparticulas se determinaron mediante microscopia electrénica de barrido (SEM- JEOL JSM-
6390) y microscopia electrénica de transmision (TEM- FEI Tecnai G2 Spirit TWIN 120 KV). Para
montar las muestras, primero se sonicaron (Branson-1800) por 30 min usando dos solventes: etanol

absoluto y acetona. Para SEM se uso etanol, se recubrio con oro y paladio, se realizaron 4 lecturas
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para la cuantificacion elemental para cada muestra. En cuanto a TEM se us6 acetona como solvente

y se coloco una gota pequefia de la muestra en una rejilla de cobre con recubrimiento de Fomvar-
Carbon (Agar Scientific- 200 mesh) y se secaron a temperatura ambiente durante tres dias antes de
observarse, una vez obtenidas las micrografias de campo claro se midieron aproximadamente 600
nanoparticulas con ayuda del programa ImageJ (Campa, 2017). El histograma de tamafios se ajusto
con la funcién matematica log-normal y el método iterativo de Levenberg-Marquardt se elaboraron
en el programa OriginPro2022 (Ranganathan, 2004). La caracterizacion estructural vy
determinacion del tamafio promedio de la cristalita de NPs de CuO se realiz6 por difraccion de
Rayos X (DRX) utilizando una geometria de Bragg-Brentano, se realizé el refinamiento de Rayos
X por el método del Rietveld, refinando las posiciones atomicas, usando el programa de FullProf
Suite y la funcién matematica de tipo pseudo-Voigt y una estructura de tipo tenorita con fase
monoclinica y un grupo espacial C2/c (Shinde et al., 2019). Finalmente, para ver los efectos
microestructurales se utiliz6 el método de armonicos esféricos, la funcion mateméatica Thompson-
Cox-Hasting pseudo-Voigt y la formula de Debye-Scherrer (Thakar et al., 2021). Para la
caracterizacion por espectroscopia de Raman, se tomé el espectro a 633 nm de longitud de onda de
excitacion con laser V (LabRAM HR VIS), se realizd mediante la identificacion de los modos de
vibracion usando la notacion Mulliken. El analisis de las bandas Raman se lleva a cabo con el
manejo del programa Fityk (Siddiqui et al., 2020). Los resultados fueron comparados con la base
de datos de RRUFF usando la estructura de tipo tenorita en fase monoclinica (R120076).

Preparacion de los medios de cultivo y ensayos de inhibicion de las NPs de CuO.

Para el testigo se utilizO medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA-DifcoTM) se prepard
como lo describe el fabricante y el medio que contenia las NPs de CuO se prepard como se describe:
una vez esterilizado el medio PDA, se mantuvo en agitacion constante y se le agregaron
concentraciones de 50, 200, 400, 500, 600, 700, 900 y 1000 mg/L, las NPs de CuO previamente
sonicadas por 20 min (Morales Garcia, 2020). EI medio se mantuvo por 15 min en agitacion
constante, para lograr la mezcla y homogenizacion. Finalmente, se inocularon mediante la técnica
de bocado a T. atroviride y F. graminearum y se monitoreo su crecimiento durante 15 dias. Los
ensayos se realizaran por triplicado y el porcentaje de inhibicién micelial se determin6 por medio

de la ecuacion propuesta por Gonzalez et al., (2015).

Ensayos de antagonismo de T. atroviride contra F. graminearum.
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Las confrontaciones se realizaron por triplicado siguiendo la metodologia descrita por

Guzman-Guzman, et al., (2017), se incubaron a 28 °C a 12h luz y 12 h oscuridad. Como control,

cada hongo se confront6 consigo mismo. Para las confrontaciones en presencia de NPs de CuO, se

utilizaron concentraciones de 50, 200, 400 y 500 mg/L se monitoreo durante 15 dias y se calcul6

el porcentaje de reduccién de crecimiento con la ecuacion propuesta por Sundar et al., (1995).
RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron tres sintesis de NPs de CuO, donde el pH final de las reacciones fue de
aproximadamente 6.6. El rendimiento promedio de la sintesis de NPs de CuO de los tres lotes fue
de 444.66 mg. En total, se obtuvieron 1.33 g de NPs de CuQ. De cada uno de los lotes se tomaron
muestras para su caracterizacion en DRX, RAMAN, TEM y SEM. En este Gltimo, observan
micrografias donde se aprecia la forma cuasi esférica de las NPs y en el analisis elemental de estas,
donde se corroboran los elementos de Cu* y O, de las muestras, por lo que se concluye que son
puras. En TEM se observan las micrografias de campo claro, confinando la forma cuasi esférica y
tamarfio promedio de las NPs fue de 10.9 + 0.7 nm, el rango del tamafio es de 2 a 25 nm corroborado
con un histograma de frecuencias con Log Normal. Por otro lado, en el patron DRX de difraccion
calculado, se concluye que es CuO una estructura de tipo tenorite con una orientacion preferencial
en hkl (111), corroborado en la base de datos RRUFF (ID R120076) y el tamafio obtenido en el
analisis fue de 9.6 + 0.7 nm y la forma eliptica. Finalmente, los resultados de espectroscopia Raman
muestran un pico Ay, este se asigna como modo de alta frecuencia y es la primera banda Raman
que tiene un valor de 276.849 cm-1, que corresponde al rango de rotacion de los &tomos de cobre
y oxigeno en fase monoclinica. La ocurrencia de los modos Bg1 (331.899 cm-1) y By (604.982 cm-
1), corresponden a la flexion y estiramiento simétrico del oxigeno de CuO, los valores de los modos
coinciden con los reportados por Siddiqui et al., (2020). Finalmente, para este objetivo se concluye
que el método de sintesis fue el adecuado y coincide con lo reportado por Ramirez-Valdespino et
al., (2020) y Salas-Leiva et al., (2019).

La inhibicion del desarrollo de F. graminearum en medio PDA con NPs de CuO, se observd
al noveno dia de la inoculacion, mostrando una reduccion del crecimiento micelial de 9.6 %, 54.17
%, 22.13% y 100 % con dosis de 50, 200, 400 y 500 mg/mL, respectivamente. A partir de 500
mg/mL, hay una inhibicién del 100%, por lo que las NPs de CuO poseen propiedades antiflngicas,
coincidiendo con lo reportado por Pariona et al., (2019), quienes mencionan que observaron una

inhibicion del 93.9% de F. oxisporum a una concentracion de 450 mg/mL. En cuanto a las pruebas
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de antagonismo, el porcentaje de reduccion del crecimiento micelial fue de 43.4% para el control
(medio de cultivo sin NPs de CuO) y para los tratamientos con NPs fue de 62.85%, 67.42%, 80.57%
y 100% a 50, 200, 400 y 500 mg/mL, respectivamente. Considerando los resultados antes

mencionados encontramos que la combinacion del T. atroviride y las NPs de CuO tienen un efecto

antagonico a F. graminearum.
AGRADECIMIENTOS

Primer autor agradece al CONAHCYT por la beca otorgada para llevar a cabo sus estudios
de maestria. Al Colegio de Postgraduados por las facilidades proporcionadas para la realizacion de

la investigacion. Asi como, el agradecimiento a CIMMYT por la donacion de F. graminearum.

LITERATURA CITADA.

Akbar, A., Sadiq, M. B., Ali, I., Muhammad, N., Rehman, Z., Khan, M. N., Muhammad, J., Khan, S. A,
Rehman, F. U., & Anal, A. K. (2019). Synthesis and antimicrobial activity of zinc oxide nanoparticles
against foodbornepathogens Salmonella typhimurium and Staphylococcus aureus. Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology, 17, 36-42. https://doi.org/10.1016/J.BCAB.2018.11.005

Balderrama-Gonzélez, A. S., Pifion-Castillo, H. A., Ramirez-Valdespino, C. A., Landeros-Martinez, L. L.,
Orrantia-Borunda, E., & Esparza-Ponce, H. E. (2021). Antimicrobial Resistance and Inorganic
Nanoparticles. International Journal of Molecular Sciences 2021, Vol. 22, Page 12890, 22(23), 12890.
https://doi.org/10.3390/1JMS222312890

Becher, R., Hettwer, U., Karlovsky, P., Deising, H. B., & Wirsel, S. G. R. (2010). Adaptation of Fusarium
graminearum to Tebuconazole Yielded Descendants Diverging for Levels of Fitness, Fungicide
Resistance, Virulence, and Mycotoxin Production. Https://Doi.Org/10.1094/PHYTO-100-5-0444,
100(5), 444-453. https://doi.org/10.1094/PHYTO-100-5-0444

Campa, V. (2017). Anélisis de Imagenes de Microscopia con ImageJ (Vol. 1).
https://www.researchgate.net/publication/313768335_Analisis_de_Imagenes_de_Microscopia_con_|
mageJ

CANIMOLT. (2022). Compendio Estadistico 2027-2021.
https://www.canimolt.org/publicaciones?04#reportes

Dean, R., Van Kan, J. A. L., Pretorius, Z. A., Hammond-Kosack, K. E., Di Pietro, A., Spanu, P. D., Rudd,
J. J., Dickman, M., Kahmann, R., Ellis, J., & Foster, G. D. (2012). The Top 10 fungal pathogens in
molecular plant pathology. Molecular Plant Pathology, 13(4), 414-430.
https://doi.org/10.1111/J.1364-3703.2011.00783.X

Duan, Y., Xiao, X., Li, T., Chen, W., Wang, J., Fraaije, B. A., & Zhou, M. (2018). Impact of epoxiconazole
on Fusarium head blight control, grain yield and deoxynivalenol accumulation in wheat. Pesticide
Biochemistry and Physiology, 152, 138-147. https://doi.org/10.1016/J.PESTBP.2018.09.012

Galvez Gamboa, G. T., Sanchez Servin, M. R., Parra Cota, F., Garcia Pereyra, J., Avifia Martinez, G. ., &
Santos Villalobos, S. (2018). Plaguicidas en la agricultura mexicana y potenciales alternativas
sustentables para su sustitucion. Revista Biologico Agropecuaria Tuxpan, 6(1), 61-75.
https://doi.org/10.47808/revistabioagro.v6il.138

Gonzélez, L. C., Lorenzo Nicao, M. E., Muifo, B. L., Pérez, R. H., & Sanchez, D. G. (2015). Efecto in vitro
de plaguicidas comerciales sobre Trichoderma harzianum cepa A- 34. Revista de La Facultad de
Ciencias Agrarias, 47(2), 185-196.

Lanje, A. S., Sharma, S. J., Pode, R. B., & Ningthoujam, R. S. (2010). AdSSR-2010-1-2-36-40 - CuO
6nm.pdf. 1(2), 36-40.

s 130



Lira-Saldivar, R. H., Arglello, B. M., Villarreal, G. D. los S., & Reyes, I. V. (2018). Potencial de la
nanotecnologia en la agricultura. Acta Universitaria, 28(2), 9-24.
https://doi.org/10.15174/au.2018.1575

Malbrén, 1., Mourelos, C. A., Girotti, J. R., Balatti, P. A., & Lori, G. A. (2014). Toxigenic Capacity and
Trichothecene Production by Fusarium graminearum lIsolates from Argentina and Their Relationship
with Aggressiveness and Fungal Expansion in the Wheat Spike. Https://D0i.Org/10.1094/PHYTO-06-
13-0172-R, 104(4), 357-364. https://doi.org/10.1094/PHYTO-06-13-0172-R

McMullen, M., Bergstrom, G., De Wolf, E., Dill-Macky, R., Hershman, D., Shaner, G., & Van Sanford, D.
(2012). A Unified Effort to Fight an Enemy of Wheat and Barley: Fusarium Head Blight.
Https://Doi.Org/10.1094/PDI1S-03-12-0291-FE, 96(12), 1712-1728. https://doi.org/10.1094/PDIS-
03-12-0291-FE

Morales Garcia, M. (2020). Caracterizacion de la actividad micoparasitica y benéfica de un aislado de
Trichoderma viride en presencia de nanoparticulas de CuO. CIMAV.

Olmedo-Monfil, V., Mendoza-Mendoza, A., Gomez, |., Cortés, C., & Herrera-Estrella, A. (2002). Multiple
environmental signals determine the transcriptional activation of the mycoparasitism related gene prbl
in  Trichoderma atroviride. Molecular Genetics and Genomics, 267(6), 703-712.
https://doi.org/10.1007/S00438-002-0703-4/METRICS

Pariona, N., Mtz-Enriquez, A. I., Sdnchez-Rangel, D., Carrion, G., Paraguay-Delgado, F., & Rosas-Saito,
G. (2019). Green-synthesized copper nanoparticles as a potential antifungal against plant pathogens.
RSC Advances, 9(33), 18835-18843. https://doi.org/10.1039/C9RA03110C

Qi, T, Guo, J., Peng, H., Liu, P., Kang, Z., & Guo, J. (2019). Host-Induced Gene Silencing: A Powerful
Strategy to Control Diseases of Wheat and Barley. International Journal of Molecular Sciences 2019,
Vol. 20, Page 206, 20(1), 206. https://doi.org/10.3390/1IMS20010206

Ramirez-Valdespino, C., Morales-Garcia, M., Herrera-Perez, G., & Orrantia-Borunda, E. (2020). Synthesis
and Characterization of CuO Nanoparticles and Their Effect in Alfalfa Plants. Microscopy and
Microanalysis, 26(S2), 1276-1277. https://doi.org/10.1017/S1431927620017559

Ranganathan, A. (2004). The Levenberg-Marquardt Algorithm.

Ribichich, K. F., Lopez, S. E., & Vegetti, A. C. (2007). Histopathological Spikelet Changes Produced by
Fusarium graminearum in Susceptible and Resistant Wheat Cultivars.
Https://Doi.0rg/10.1094/PDIS.2000.84.7.794, 84(7), 794-802.
https://doi.org/10.1094/PDIS.2000.84.7.794

RRUFF. (n.d.). Tenorite R120076 - RRUFF Database: Raman, X-ray, Infrared, and Chemistry. Retrieved
June 13, 2024, from https://rruff.info/tenorite/display=default/R120076

Salas-Leiva, J., Herrera-Pérez, G., Palma-Cano, L., Rojas-George, G., Ornelas-Gutierrez, C., & Luna-
Velasco, A. (2019). Structural and Microstructural Analysis for CuO Nanoparticles Prepared by
Precipitation Method. Microscopy and Microanalysis, 25(S2), 1984-1985.
https://doi.org/10.1017/S1431927619010651

Schmoll, M., & Schuster, A. (2010). Biology and biotechnology of Trichoderma. Applied Microbiology and
Biotechnology, 87(3), 787-799. https://doi.org/10.1007/S00253-010-2632-1/FIGURES/1

Shang, Y., Kamrul Hasan, M., Ahammed, G. J., Li, M., Yin, H., & Zhou, J. (2019). Applications of
Nanotechnology in Plant Growth and Crop Protection: A Review. Molecules 2019, Vol. 24, Page 2558,
24(14), 2558. https://doi.org/10.3390/MOLECULES24142558

Shinde, A. B., Mhamane, D. A., & Nishandar, S. V. (2019). Experimental investigation of rheological
properties of water lubricant by adding CuO nano particles. AIP Conference Proceedings, 2200(1).
https://doi.org/10.1063/1.5141238

SIAP. (2023). De Nuestra cosecha....

Siddiqui, H., Qureshi, M. S., & Haque, F. Z. (2020). Biosynthesis of Flower-Shaped CuO Nanostructures
and Their Photocatalytic and Antibacterial Activities. Nano-Micro Letters, 12(1), 1-11.
https://doi.org/10.1007/S40820-019-0357-Y/FIGURES/4

Sowell, A., & Williams, A. (2024). Economic Research Service | Situation and Outlook Report. USDA.

Sundar, A. R., Das, N. D., & Krishnaveni, D. (1995). In-vitro Antagonism of Trichoderma spp. against two
Fungal Pathogens of Castor. Indian J. Plant Prot., 23, 152-155. www.IndianJournals.com

6 131



Thakar, M. A., Saurabh Jha, S., Phasinam, K., Manne, R., Qureshi, Y., & Hari Babu, V. V. (2021). X ray
diffraction (XRD) analysis and evaluation of antioxidant activity of copper oxide nanoparticles
synthesized from leaf extract of Cissus vitiginea. Materials Today: Proceedings, 51, 319-324.
https://doi.org/10.1016/j.matpr.2021.05.410

Toth, B., Kaszonyi, G., Bartok, T., Varga, J., & Mesterhazy, A. (2008). Common resistance of wheat to
members of the Fusarium graminearum species complex and F. culmorum. Plant Breeding, 127(1),
1-8. https://doi.org/10.1111/J.1439-0523.2008.01412.X

Viet, P. Van, Nguyen, H. T., Cao, T. M., & Hieu, L. Van. (2016). Fusarium Antifungal Activities of Copper
Nanoparticles Synthesized by a Chemical Reduction Method. Journal of Nanomaterials, 2016(1),
1957612. https://doi.org/10.1155/2016/1957612

Vinale, F., Sivasithamparam, K., Ghisalberti, E. L., Marra, R., Woo, S. L., & Lorito, M. (2008).
Trichoderma-plant—pathogen interactions. Soil Biology and Biochemistry, 40(1), 1-10.
https://doi.org/10.1016/J.SOILBI10.2007.07.002

Viterbo, A., Ramot, O., Chernin, L., & Chet, 1. (2002). Significance of Iytic enzymes from Trichoderma
spp. in the biocontrol of fungal plant pathogens. Antonie van Leeuwenhoek, International Journal of
General and Molecular Microbiology, 81(1-4), 549-556.
https://doi.org/10.1023/A:1020553421740/METRICS

Zhou, Z., Duan, Y., & Zhou, M. (2020). Carbendazim-resistance associated B2-tubulin substitutions
increase deoxynivalenol biosynthesis by reducing the interaction between B2-tubulin and IDH3 in
Fusarium graminearum. Environmental Microbiology, 22(2), 598-614. https://doi.org/10.1111/1462-
2920.14874

7 132



METODOS
ALTERNATIVOS
DE COMBATE



ACTIVIDAD INSECTICIDA DE FITOQUIMICOS CONTRA Rhyssomatus
nigerrimus

Marilem Rodriguez-Labastida'*, Guillermo Lopez-Guillén?, Gonzalo Ivan Silva-Aguayo®, Eyra Ortiz-Pérez*,
Arnoldo Wong-Villarreal®, Ariel W. Guzman Franco?, Liliana Aguilar-Marcelino® y Ma. Teresa Santillan-
Galicia®.

Colegio de Postgraduados Campus Montecillo. Carretera México-Texcoco, km 36.5, Montecillo, Texcoco, Estado
de México, México.

2Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Rosario 1zapa, Tuxtla
Chico, Chiapas, México.

3Facultad de Agronomia. Universidad de Concepcidn. Casilla 537. Chillan. Chile

“Centro de Biotecnologia Genomica, Instituto Politécnico Nacional, Reynosa 88710, Tamaulipas, México.

SDivisidn Agroalimentaria, Universidad Tecnoldgica de la Selva, Ocosingo, Chiapas, México.

SInstituto Nacional de Investigaciones Agricolas Forestales y Pecuarias, Centro de Investigacion Disciplinaria en
Salud Animal e Inocuidad, Jiutepec, Morelos, México.

*Autor para correspondencia: rodriguez. marilem@colpos.mx

INTRODUCCION

El picudo de la soya Rhyssomatus nigerrimus (Fahraeus) es una plaga muy perjudicial que
ocasiona considerables pérdidas en los cultivos de soya en México, especialmente en los estados
como Chiapas, Tamaulipas, San Luis Potosi y Veracruz (Teran-Vargas et al., 2014). Las hembras
ponen huevos en las vainas de la soya y las larvas se alimentan de las semillas, causando hasta un
70% de dafios si no se toman medidas de control. Para combatir el picudo de la soya, se utilizan
insecticidas como el fipronil (Regent®) y tiametoxam (Lopez-Guillén et al., 2022). El uso de
insecticidas tiene un impacto negativo en el ambiente, por lo que se buscan alternativas de
control. Los fitoquimicos presentes en las plantas son una opcion biodegradable y potencialmente
efectiva contra las plagas agricolas. Los objetivos del trabajo fueron determinar la concentracion
letal media de los extractos de Piper auritum (Kunth), Ruta graveolens (L.) y Petiveria alliacea
(L.) contra el picudo de la soya R. nigerrimus, identificar los fitoquimicos de los extractos de las
plantas anteriormente mencionadas y predecir la toxicidad de estos fitoquimicos en R. nigerrimus

mediante el uso de un modelo in silico.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en el laboratorio de Sanidad Vegetal del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo experimental Rosario Izapa, Tuxtla
Chico, Chiapas, México, en 2023 y en el Laboratorio de Metabolomica del Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad del INIFAP, Jiutepec, Morelos, México,
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en 2024. Las plantas medicinales R. graveolens se colectaron en San Juan Tlacotenco, Tepoztlan,

Morelos, México, P. auritum y P. alliacea en Tuxtla Chico, Chiapas, México, en 2023. Las hojas
se lavaron, secaron en un horno (Arsa®) a 80 °C, y se molieron usando un molino (A 11 Basic;
IKA® Molinos). Para obtener los fitoquimicos de los extractos, se utilizaron matraces
Erlenmeyer de 2 L para cada planta. La extraccion se realizd durante 24 h a 28 £ 2 °C en
oscuridad total, con 250 g de planta en 1 L de metanol al 100% (MeOH). Una vez completada la
extraccion, se filtro y se concentrd en un evaporador rotativo (Heidolph® G3, Hei-VA Precision).
Se realizaron colectas de los insectos adultos de R. nigerrimus de forma manual en los cultivos de
soya en el municipio de Tapachula, Chiapas, México, durante los meses de julio, noviembre y
diciembre de 2023. Los insectos fueron colocados en frascos de plastico de 1 L cubiertos con tela
organdi y alimentados con camote morado (Ipomoea batatas) (Lopez-Guillén et al., 2016). Para
determinar la concentracion letal media (CLso), se llevaron a cabo bioensayos de toxicidad por
contacto de superficie contaminada, utilizando cajas Petri modificadas de 10 cm con tapas de
malla. En éstas se agregaron 200 pL, de manera independiente, de los extractos a diferentes
concentraciones, utilizando Tween 20 y hexano como solventes. Los tratamientos fueron los tres
extractos de las plantas, los cuales se aplicaron en siete concentraciones: 10, 15, 20, 25, 30 y 40
mg/mL. Los controles negativos fueron Tween 20 al 0.5% para el extracto de R. graveolens y
hexano al 100% para los extractos de P. auritum y P. alliacea; asi como un control positivo con
fipronil al 1% (DULKO 480 SC®). La mortalidad de los insectos se registré a las 96 horas
posteriores a la exposicion a los tratamientos y controles, considerando muerto a aquel individuo
incapaz de presentar movimiento al ser estimulado con un pincel durante un minuto (LOpez-
Guillén et al., 2016). El estudio se realiz6 con un disefio completamente aleatorizado, donde cada
combinacidn de extracto y sus concentraciones tuvieron 10 repeticiones, y todo el experimento se
realizd en tres fechas diferentes. Los datos de mortalidad se analizaron utilizando Probit de
modelos paralelos con el programa GenStat v8 (2005). Los datos de los testigos negativo y
positivo fueron excluidos del andlisis, ya que se obtuvieron mortalidades del 0 y 100%,
respectivamente. La identificacion de los fitoquimicos presentes en los extractos se realizo
utilizando cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en un cromatdgrafo de
gases (CG) Thermo Scientific TRACE con un detector de masas de trampas de iones 1TQ900
(Thermo Electron Corporation, Milan, Italia). Para realizar el modelo in silico, se revisaron
diferentes bases de datos, para la seleccién de proteinas. Las estructuras cristalizadas se
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obtuvieron del Banco de Datos de Proteinas (PDB) disponible en www.rcsb.org. Los ligandos

cristalizados se descargaron de PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/). La estructura del
control positivo (Friponil) se obtuvé de DrugBank (https://go.drugbank.com/). La validacion vy el
acoplamiento de las estructuras se realizaron con Open Babel y gnina, respectivamente. Las
interacciones residuo-ligando se analizaron con los programas PLIP y Pymol.

RESULTADOS Y DISCUSION

La mayor toxicidad (CLso de 11.53 mg/mL) contra R. nigerrimus fue con el extracto de R.
graveolens. Los tratamientos de Petiveria alliacea y Piper auritum proporcionaron una CLso de
18.57 mg/mL y 18.28 mg/mL, respectivamente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Toxicidad de los extractos de plantas medicinales contra Rhyssomatus nigerrimus.
L.F.= limites fiduciales, e.e.= error estandar

Plantas ClLso L.F. (%) Pendiente (e.e.) Ordenada al
medicinales (mg/mL) origen (e.e.)
Petiveria alliacea 18.57 15.65-20.78 3.099 (0.467) -3.932 (0.657)
Piper auritum 18.28 14.44-20.87 2.031 (0.420) -2.563 (0.580)
Ruta graveolens 11.53 10.27-12.63 3.562 (0.303) -3.783 (0.383)

Los resultados obtenidos en este estudio respaldan la eficacia de los extractos de R.
graveolens, P. alliacea y P. auritum como agentes toxicos contra R. nigerrimus, siendo R.
graveolens la mas toxica. Esta es la primera evidencia de la evaluacién de los extractos utilizados
con las hojas de esta planta contra este insecto, lo que representa un gran avance en relacién con
los estudios que buscan el control del picudo. Akintan y Akinneye, (2020), sugieren que el
extracto de la corteza y aceite esencial de P. alliacea puede utilizarse contra plagas, en su
investigacion encontraron que el extracto de la hoja tuvo de 75 al 100% de mortalidad durante 2 h
de exposicion contra el adulto del moquito Culex quinquefasciatus. De igual forma, se observo
que los extractos del tallo de P. alliacea mostraron actividad acaricida contra la garrapata bovina
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, ya que obtuvieron una mortalidad de 100% en larvas
(Rosado-Aguilar et al., 2010). La actividad de los aceites de R. graveolens mostrd actividad

insecticida contra Ephestia kuehniellabasilicum y Ectomyelois ceratoniae obteniendo un valor de
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CLso de 1.02 pL/L y 1.97 pL/L, respectivamente (Chaaban et al., 2019). Jiménez-Duran et al.

(2021), investigaron la actividad insecticida del extracto metanolico de P. auritum contra los

primeros estadios de Spodoptera frugiperda observando el 100% de mortalidad a una

concentracion de 92 mg/cm?.

En cuanto al analisis cromatogréafico, se observaron siete compuestos en P. auritum, del cual
el fitol ya ha sido reportado en la literatura (Conde-Hernandez et al., 2017). Para el extracto de P.
alliacea se encontraron: fitol, benzofurano, acido hexadecanoico y éster metilico. En cuanto a R.
graveolens se encontrd 2-undecanona y 2-Tridecanona. En general, los resultados del andlisis
fitogquimico de R. graveolens, son consistentes con lo reportado en diversos estudios (Bozhuyuk,
2020; da Silva et al., 2014). Las diferencias de los compuestos encontrados en este estudio en
comparacién con otros pueden basarse en diversos factores, como el ambiente, tipos de solventes,
métodos de extraccion (Haggerty y Mazer, 2008), tipo de suelo, clima, altitud, latitud, época y
hora de colecta. Finalmente, se utilizaron varias plataformas y software para el analisis in silico,
estas plataformas y software predicen las actividades bioldgicas de las moléculas utilizando la
relaciéon estructura-actividad (Filimonov et al., 2014). Se buscé la estructura de los ligandos
cristalizados descargados de PubChem. Se revisd la literatura sobre la seleccion de proteinas
blanco y se revisaron varias bases de datos del Banco de Datos de Proteinas (PDB: Protein Data
Bank), base de datos Uniprot y AlphaFold. Sin embargo, la informacidn acerca de la secuencia de
aminoacidos y/o proteinas del picudo de la soya Rhyssomatus nigerrimus, necesarias para el
andlisis de acoplamiento molecular no existen, por lo que el analisis de modelos in silico no fue
posible. Por lo que se sugiere sintetizar los compuestos encontrados, para evaluarlos en adultos
del picudo, y asi determinar cual o cuéles de éstos son los responsables de causar la mortalidad en

este insecto.
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INTRODUCCION

La mosca del mediterraneo (Ceratitis capitata Wiedemann), también conocida como
moscamed, es una de las plagas mas destructivas del mundo. Esta especie polifaga puede
alimentarse de méas de 200 especies de plantas y tiene una notable capacidad para adaptarse a una
amplia variedad de climas. Su establecimiento en México podria causar pérdidas econémicas
superiores a los 7 mil millones de dolares anuales, ademas de restringir la exportacion y
movilizacion nacional de productos hortofruticolas (Salcedo-Baca et al., 2009; Szyniszewska &
Tatem, 2014).

En 1978 se cre6 el Programa MOSCAMED vy desde 1982 México mantiene un estatus como
pais libre de la moscamed (Enkerlin et al., 2015). Dentro de las estrategias fitosanitarias
implementadas por el programa se incluye la Técnica del Insecto Estéril (TIE) que integra la
biologia, ecologia y comportamiento de C. capitata (Liedo et al., 2020). Gran parte del
comportamiento de la moscamed se basa en estimulos olfativos, los cuales estan estrechamente
relacionados con su supervivencia, busqueda de hospederos, reproduccion y oviposicion (Sims et
al., 2022). Este sistema es mediado por un conjunto de proteinas sensoriales, entre ellas las
proteinas de unién a olores (OBPs). Estas proteinas son pequefias, globulares, hidrofilicas y
actuan como el primer filtro en la deteccion de infoquimicos, esenciales en la regulacion de
comportamientos vitales (Zhou, 2010).

A pesar de la importancia de las OBPs, hasta el presente afio existia una falta de consenso
sobre su namero Y clasificacion en la moscamed (Torres-Huerta et al., 2024). Actualmente, hay
una brecha en el conocimiento sobre su caracterizacion funcional y perfiles de expresion,
limitada a moscas virgenes de cuatro dias de edad de la cria ISPRA (Siciliano et al., 2014). Por

ello, el objetivo del presente trabajo es caracterizar la expresién de 10 CcapOBPs en diferentes
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tejidos sensoriales de adultos machos y hembras en distintos estados fisiologicos de madurez.

Estas OBPs son homologas a las de la mosca modelo Drosophila melanogaster, las cuales fueron

reportadas como especificas para 6rganos sensoriales.

MATERIALES Y METODO

Colecta de material bioldgico. Se establecié una cria de material silvestre en la Colonia
Madre de la Nueva Planta Moscamed, a partir de cerezas de café infestadas con larvas de la
moscamed, recolectadas en Las Cruces, Frontera Comalapa, Chiapas, el 14 de junio de
2023. El material bioldgico incluyé 150 machos y 150 hembras de la F2 en tres estados
fisiolégicos: reciéen emergidos (1-3 dias), con madurez sexual virgenes (8-10 dias) y
copulados.

Diseccion de tejidos sensoriales, extraccion de ARN total y sintesis de cDNA. Se
realizaron disecciones de 20 cabezas completas, 120 pares de antenas, 120 aparatos bucales,
25 cabezas sin antenas ni aparatos bucales y 420 patas de hembras y machos en las tres
etapas fisiologicas. Todos los tejidos disectados se conservaron en RNAlater a -20°C hasta
la extraccion de ARN total. Se realizaron 30 extracciones de ARN total utilizando el kit SV
Total RNA Isolation System de Promega. La cantidad y calidad del ARN total se evaluaron
mediante el Nanodrop 2000. La sintesis de cDNA se realizé con el kit GoScript™ Reverse
Transcription Mix, Oligo(dT) de Promega con 200 ng de ARN total para todos los tejidos,
excepto para antenas de inmaduros de machos y hembras y machos maduros virgenes,
donde se utilizaron 100 ng de ARN total.

Amplificacion génica de CcapObps en tejidos sensoriales de machos y hembras en
tres etapas fisiolégicas. Los cebadores para las diez CcapOBPs se disefiaron en Geneious
v2024.0.2 y se sintetizaron en T4 Oligo, lrapuato, México. Las reacciones de RT-PCR se
realizaron con 100 ng/uL de ADNc y 2 uL. de cebadores en un volumen final de 25 pL con
GoTaq Master Mix de Promega. Las condiciones de RT-PCR consistieron en:
desnaturalizacion a 94°C por 3 minutos, 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, alineacion
especifica durante 30 segundos, extension a 72°C por 2 minutos y extensién final a 72°C por
10 minutos. Se utiliz6 cDNA de cabezas completas como control positivo. Los resultados se

evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con Red Stain Gel de Biotium
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como agente intercalante y se visualizaron en un sistema Quantum ST5 de Vilber Lourmat.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de ARN total y sintesis de cDNA. Las concentraciones de ARN total en la
mayoria de los tejidos fueron adecuadas para la sintesis de cDNA, superando los 200 ng/uL, con
relaciones de absorbancia 260/280 de 2.0-2.2 y 260/230 de 2. Estos indicadores confirmaron que
las muestras eran de alta calidad y aptas para la sintesis de cDNA y analisis de expresion génica.
Sin embargo, las concentraciones en las antenas fueron bajas (10-47.5 ng/uL).

Para las antenas, se realizaron pruebas de sintesis de cDNA con diferentes concentraciones de
ARN total (75, 100 y 200 ng), junto con un control positivo y se corroboro6 la integridad mediante
la amplificacion de la Ccapobp28a con un control positivo estandarizado. No se observaron
diferencias significativas en la sintesis de cDNA y la concentracion de 100 ng/uL de ARN fue
Optima ya que no hubo diferencias notables en la intensidad y el ancho de las bandas (figura 1).
Por lo tanto, la sintesis de cDNA para la mayoria de los tejidos se realizd con 200 ng/uL, excepto
en tres tejidos de antena con baja concentracion, donde se utilizd 100 ng/uL de ARN total. Los
resultados mostraron una concentracion ideal para RT-PCR, superando los 1000 ng/uL por
sintesis.

I MV MVE2 MVS MV MC$ MC?2 MC MCF MCcc® MCcc® MCec® +

100 200 500 500

antenas

Figura 1. RT-PCR de CcapObp28a. Inmaduras (1), maduros virgenes (MV), maduros copulados (MC). &'

machos; 9: hembras; cc: cabeza completa; MP: marcador de peso; +: positivo estandarizado.

Andlisis de Perfiles de expresion. En la figura 2 se presentan los perfiles de expresion

de 10 genes OBP en individuos de C. capitata en tres estados fisioldgicos distintos,
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abarcando varios tejidos sensoriales, incluyendo la cabeza completa y la cabeza sin 6rganos

sensoriales. En general, se logr6 amplificar con éxito las 10 CcapObps seleccionadas,
observandose variaciones en la expresion segun el estado fisioldgico, el tejido sensorial y el
Sexo.

Los genes CcapObp28a y CcapObp99d mostraron expresion general en todos los tejidos
sensoriales y estados fisioldgicos, en ambos sexos. CcapObp28a tuvo una alta expresion en
antenas, aparato bucal y patas de individuos maduros copulados, y en patas de individuos
virgenes. Por otro lado, CcapObp99d se expres6 de manera tenue, sugiriendo niveles de
expresion bajos.

En los 6rganos sensoriales de la cabeza, CcapObp69al y CcapObp69a2 se expresaron
en antenas y aparato bucal, con mayor expresion en antenas y similar en ambos sexos y
estados fisiolégicos, mientras que, en individuos copulados, la expresion en aparato bucal
fue mayor en comparacion con otros estados. EI gen CcapObp56d se expres6 en aparato
bucal y patas, pero no en antenas, la expresion fue similar en inmaduros y hembras.
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E Maduros copulados
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Figura 2. Representacion de los perfiles transcripcionales de las 10 Ccapobps, en los tejidos de
machos y hembras de las tres etapas fisiologicas evaluadas. Cc: cabeza completa; cs: cabeza sin

érganos sesoriales; a: antena; ab: aparato bucal; pt: patas; J': machos; 9 : hembras.

Tres genes mostraron expresion especifica en antenas: CcapObp83a, CcapObp84al y

CcapObp83a-r. CcapObp83a tuvo alta expresion en individuos copulados y ligera en
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aparato bucal de virgenes y copulados. CcapObp83a-r mostrd expresion similar en machos

y hembras en todos los estados fisioldgicos. CcapObp84al se expresd en antenas en todos
los estados, con alta expresion en hembras virgenes y machos copulados. CcapObp84a-2 se
expresd en antenas de inmaduros y virgenes, y en copulados mostro inespecificidad,
expresandose en antenas, aparato bucal, patas y cabeza completa.

Finalmente, el gen CcapObp56¢c no mostré expresion en ningun tejido sensorial ni en
la cabeza completa en machos y hembras de los tres estados fisiologicos. Solo se observo
amplificacion en individuos copulados, especificamente en la cabeza completa y cabeza sin
6rganos sensoriales de machos.
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INTRODUCCION

La pitahaya, también conocida como fruta del dragdn, es originaria de Centro y
Sudamérica (Bravo, 1978). En América se cultiva en Nicaragua, Colombia, México y
Guatemala; no obstante, se ha extendido a Israel, Vietnam, China, India e Indonesia debido a
su valor nutritivo (Balendres & Bengoa, 2019). En México, los principales productores de este
fruto son los estados de Quintana Roo (10,347 t), Yucatan (3,821 t), Puebla (874 t), Tabasco
(134 t) y Aguascalientes (103 t) (SIAP, 2023). Actualmente, las enfermedades amenazan la
produccion optima de pitahaya. A nivel mundial, se han identificado 17 géneros y 25 especies
de fitopatdgenos que afectan flores, frutos y tallos en diferentes materiales genéticos de
pitahaya; la mayoria de estas enfermedades son causadas por hongos (Balendres & Bengoa,
2019). En México, en los ultimos 20 afios, en el cultivo de pitahaya Unicamente se han
identificado dos enterobacterias asociadas con la pudricion del tallo y al hongo Botryosphaeria
dothidea como agente causal de necrosis en tallos en el estado de Yucatan (Valencia-Botin et
al., 2004; 2013). Desde entonces, no existe informacion adicional sobre enfermedades que
afectan la produccion de pitahaya en México. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion
fue determinar la etiologia de las principales enfermedades que afectan el cultivo de pitahaya

en el estado de Puebla, México.
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MATERIALES Y METODOS

Durante el ciclo de produccion de 2023, se realizaron muestreos en diferentes etapas
fenoldgicas del cultivo de pitahaya (mayo-junio, julio-agosto y septiembre-octubre) en los
municipios de Santa Clara Huitziltepec y San Gabriel Chilac en el estado de Puebla. En cada
etapa se recolectaron muestras de frutos y tallos con sintomas de pudricion, tallos con manchas
negras e insectos asociados al cultivo.

Aislamiento de bacterias de tallos y frutos con sintomas de pudricion

Se cortaron aproximadamente 1 cm?2 de tejido en la zona de transicidn entre tejido sano
y enfermo. El tejido se desinfest6 con hipoclorito de sodio al 1% durante 30 segundos, seguido
de tres lavados con agua destilada estéril. Posteriormente, se maceraron 0.5 g de tejido en agua
destilada estéril; de aqui, se sembraron 100 puL en placas con medio de cultivo B de King (BK),
R2A y CPV. Las placas se incubaron a 4 y 28°C durante 10 y 3 dias respectivamente. Del
crecimiento bacteriano se purificaron los diferentes morfotipos en medio agar Wilbrinks. Los

aislados bacterianos se preservaron en glicerol (30%) a -80 °C (Mahlangu & Tai, 2022).
Aislamiento de hongos del sintoma de mancha negra en tallo

Se cortaron porciones de tejido de 1 cm? de la zona de transicion entre tejido sano y
enfermo con sintomas de mancha negra en tallo. El tejido se desinfesto con hipoclorito de sodio
al 1% durante 1 minuto, seguido de tres lavados con agua destilada estéril. Después, las
porciones de tejido se colocaron en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y se incubaron
a 28 °C hasta que se observé crecimiento de micelio. Para obtener cultivos puros, se utilizd la
técnica de punta de hifa en resiembras en el mismo medio de cultivo. Los hongos aislados se

caracterizaron por morfometria.
Aislamiento de bacterias de insectos asociados a las flores de pitahaya

Se recolectaron flores que ain permanecian abiertas por la mafiana y se colocaron en
jaulas para conservar con vida los insectos asociados. Los insectos se agruparon con base a la
similitud de las caracteristicas morfolégicas. Dos ejemplares de cada grupo se colocaron en un
tubo Eppendorf con cuatro repeticiones. Los insectos de dos repeticiones se desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 1% durante 30 segundos Yy los insectos de las otras dos repeticiones se
mantuvieron sin desinfestar. Después, se agregé 1 mL de buffer fosfato a cada tubo y los
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insectos se maceraron con un micropistilo; de aqui, se sembraron 100 pL en placas con los

medios de cultivo BK, R2A y CPV. Las placas se incubaron a 4 y 28 °C durante 10 y 3 dias
respectivamente. Del crecimiento bacteriano se purificaron los diferentes morfotipos en medio

Wilbrinks agar.
Patogenicidad en tallos de pitahaya

La patogenicidad de los aislamientos bacterianos y fungicos se evalud en tallos de
pitahaya desinfestados con hipoclorito de sodio al 1% durante 1 minuto, seguido de tres lavados
con agua destilada estéril. Los aislamientos bacterianos se inocularon por herida directa en
tallos y rodajas de tallo (aproximadamente 1 cm de grosor) con 10 pL de una suspension celular
con 10° ufc mL%. Los tallos y rodajas inoculados se incubaron en camara hiimeda a 28 °C y se
realizaron observaciones diarias durante 10 dias (Masyahit et al., 2009; Zhang et al., 2017). La
patogenicidad de los hongos aislados se evalud por herida y sin herida en tallos. En ambos
casos, se inocularon 0.2 mL de una suspension con 10° conidios mL™ de cada hongo aislado.
Los tallos inoculados se mantuvieron en camara humeda (humedad relativa > 90%) y

temperatura constante de 25 °C (Tarnowski et al., 2010).
RESULTADOS Y DISCUSION
Bacterias aisladas de tallos y frutos con sintomas de pudricién

Del sintoma de pudricion se aislaron ocho morfotipos bacterianos de los tallos y 12 de
frutos. Entre estos, tres cepas aisladas de tallo (2TA, 2-3 y 2-EX) y tres de fruto (1F2, 1IFA 'y
2F7) reprodujeron el sintoma de pudricion en tallo de pitahaya. De los insectos colectados de
las flores, se aislaron ocho morfotipos bacterianos, el aislamiento C1-4 aislada de Nitops
craigheadi (Dobson, 1972) sin desinfestar causo pudricion en rodajas de tallos de pitahaya.
Entre las bacterias que reprodujeron el sintoma de pudricion, cuatro fueron Gram negativas y
tres Gram positivas. En México, en 2003, Valencia-Botin et al. consignan que al menos dos
enterobacterias estaban involucradas en la pudricion de tallo en cultivos de pitahaya en Yucatan
que no corresponden al género Erwinia; sin embargo, en este estudio no fueron concluyentes
en la identificacion precisa del agente causal. A nivel mundial, es limitada la informacion sobre

bacterias fitopatdgenas como agentes causales de pudricion en pitahaya.
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Hongos aislados de tallo y fruto

Se aislaron e identificaron por morfometria a Bipolaris y Alternaria spp. del sintoma de
las manchas negras del tallo; Glomerella sp. del sintoma de antracnosis en el tallo, y Alternaria

y Pyrenochaeta spp. del sintoma de mancha rojo-marron en los frutos.

La identificacion molecular de las bacterias y hongos aislados que han evidenciado
patogenicidad mediante la inoculacion experimental en pitahaya se encuentra en proceso en

esta investigacion.
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COMPUESTOS VOLATILES DE SIETE VARIEDADES DE Capsicum annuum L.

Bautista-San Juan, Adriana®; Cibrian-Tovar, Juan'*; Salomé-Abarca, Luis Francisco.?; Soto-Rojas, Lauro® y Ceséareo
Rodriguez Hernandez?.
!Fitosanidad, Colegio de Postgraduados, Carr. México-Texcoco km 36.5, Montecillo. Texcoco, Estado de México,
México, 56230. 2Fruticultura, Colegio de Postgraduados, Carr. México-Texcoco km 36.5, Montecillo. Texcoco,
Estado de México, México, 56230. Autor de correspondencia: jcibrian@colpos.mx

INTRODUCCION.

El chile es una hortaliza nativa de México y cultivada en varias regiones del pais (Pinto et al.,
2016). La especie mas cultivada es el Capsicum annuum L., porque agrupa a las variedades mas
consumidas como el serrano, jalapefio, poblano, glero, entre otros. Sin embargo, los problemas
fitosanitarios causados por el picudo del chile (Anthonomus eugenii Cano) (EPPO 2023),
disminuyen los rendimientos de produccion, porque las larvas se alimentan de las semillas y
placenta del fruto inmaduro, y una vez que emergen como adultos dejan un orificio que puede ser

punto de entrada de otros microorganismos patdgenos (Toapanta et al., 2005).

Para el combate de las poblaciones del picudo del chile se aplican insecticidas, pero los esfuerzos
no son suficientes (Ruiz et al., 2009). Por ello el combate etolégico mediante la colocacion de
trampas con la feromona de agregacion y en combinacién con el uso de cairomonas como el
limoneno, (Z)-B-ocimeno, 2-isobutil-3-metoxipirazina, entre otros, podria ayudar al manejo de las
poblaciones de A. eugenii (Adeleye et al., 2022). Para su inclusion es necesario hacer estudios en
variedades de C. annuum y determinar moléculas especificas que puedan potenciar la atraccion y
trampeo del insecto. Este Gltimo promete ser una de las actividades que puede emplearse en los
campos de produccion, al ser atrayentes especificos, sin contaminar al medio, durante la ausencia
del cultivo. En la investigacion presente se determinaron los compuestos organicos volatiles

emitidos por los tejidos de flores y frutos inmaduros de siete variedades de C. annuum L.
MATERIALES Y METODOS

Plantas. En charolas de germinacién se sembraron semillas de chiles de la variedad serrano,
jalaperio, arbol, giiero, morrén y bola. Las plantulas obtenidas fueron trasplantadas en bolsas con
sustrato, previamente tratado con sales cuaternarias. El riego fue manual cada tercer dia. El cultivo
se establecio bajo invernadero. Durante la obtencion de flores y frutos, estos fueron depositados en
frascos Erlenmeyer con 5 g de cada tejido, por separado. Las muestras no se sometieron a dafios

mecanicos a fin de simular la emisién de los volatiles como se observa en campo.
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Extraccion de los COV’s. Para la adsorcion de los COV's emitidos de los tejidos se expuso una
fibra gris empacada de DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Supelco®) en el espacio cabeza del frasco
durante 30 min (n=4). Después la fibra fue retirada y desorbida en el puerto de inyeccion del

cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-EM) durante 30 min a 40 °C.

Anélisis de los COV’s. EI CG/EM (HP-6890/ HP-5973) estuvo equipado con una columna HP-
5MS (30 m x 0.250 mm ID, 0.25 um de la fase estacionaria, J&W Science, Folsom, CA, USA). Se
utilizé helio del 99.999 % de pureza con flujo de 1 mL/min. Las condiciones particulares del
analisis ya se describieron previamente por Bautista-San Juan et al., (2019). La identificacion de
los picos cromatograficos se realizaron mediante la comparacion de sus espectros ionicos de las

muestras con las de la biblioteca NIST V. 2014 y con estandares auténticos (Sigma Aldrich®).
RESULTADOS Y DISCUSION

Los perfiles de volatiles de las variedades de C. annuum, en flores y frutos fueron 33 y 44
compuestos, respectivamente. Los COV’s se agruparon en alcoholes, alcanos, aldehidos,
monoterpenos, sesquiterpenos, esteres, pirazinas y otros. Estos se caracterizan por su facil

volatilidad en el ambiente y son sensibles a temperaturas moderadas (Chern et al., 2013).

En tejidos de flores, los chiles que registraron mayor nimero de COV’s fueron la var. glero
(22), arbol y piquin (17), bola (15), morrén (15), jalapefio (14) y serrano (13). Entre estos, el (2)-
B-ocimeno, (E)-p-ocimeno, terpinoleno, cosmeno, neo-alo-ocimeno y (Z)-3-hexenil isovalerato
fueron los volatiles mas comunes identificados en las siete variedades (Cuadro 1), excepto el tltimo

gue no fue constante, pero representa un papel importante en el cultivo de chile.

Cuadro 1. Comparacion de medias de las abundancias (area bajo la curva) de COV’s determinados
en flores de Capsicum spp.

Variedad ZBO EBO NAO COS TER
SER 0.6250a 0.0322a 0.1600ab 0.0284a 0.0323a
JAL 0.7050a 0.031a 0.1840ab 0.0111ab 0.0191a
GUE 0.6240a 0.0224a 0.0887b 0.0180ab 0.0179a
ARB 0.6920a 0.0343a 0.0904b 0.0063b 0.0134a
MOR 0.5980a nd 0.2520a 0.0196ab 0.0264a
BOL 0.6700a 0.0282a 0.1210b 0.0099ab 0.0192a
PIQ 0.6820a 0.027a 0.1020b 0.0083ab 0.0203a

Pr(>F) 0.4478 0.6504 0.002486** 0.02797* 0.1286

La comparacion de medias (Tukey, 0=0.05) indica diferencias significativas cuando las letras son
distintas (a y b); las comparaciones son validas Unicamente en columnas. nd, no determinado.
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El neo-alo-ocimeno fue la molécula que presentd diferencias significativas en el chile var.

morron con respecto al chile var. giero, arbol, bola y piquin. Este compuesto es un monoterpeno
con olor caracteristico a citricos y juega un papel importante en la tolerancia al estrés ambiental de

las plantas (Arimura & Pearse, 2017).

El cosmeno también presentd diferencia significativa en el chile var. morrén con respecto a la
var. giiero, arbol, bola y piquin. El cosmeno es un alcatetraeno (PubChem, 2023b) registrado como
esencia floral en plantas de la familia Orchidaceae y en especies de Capsicum spp (The Pherobase,
2024).

Por otro lado, en tejidos de frutos, el orden en que las variedades registraron mayor nimero de
compuestos fueron piquin (26), guero y bola (21), arbol (18), serrano y jalapefio (15) y morron
(13). Las moléculas mas comunes identificados cualitativamente en las siete variedades fueron el
y-terpineno, (E)-p-ocimeno, (Z)-B-ocimeno, terpinoleno, cosmeno, (3E)-2,7-dimetil-1,3,7-
octatrieno y neo-alo-ocimeno, pero los que destacaron en abundancia y repeticion entre series se

observan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Comparacion de medias de las abundancias (area bajo la curva) de COV’s

determinados en frutos de Capsicum spp.

Variedad ZBO EBO NAO COS TER
SER 0.6250a 0.0322a 0.1600ab 0.0284a 0.0323a
JAL 0.7050a 0.031a 0.1840ab 0.0111ab 0.0191a
GUE 0.6240a 0.0224a 0.0887b 0.0180ab 0.0179a
ARB 0.6920a 0.0343a 0.0904b 0.0063b 0.0134a
MOR 0.5980a nd 0.2520a 0.0196ab 0.0264a
BOL 0.6700a 0.0282a 0.1210b 0.0099ab 0.0192a
P1Q 0.6820a 0.027a 0.1020b 0.0083ab 0.0203a

Pr(>F) 0.4478 0.6504 0.002486** 0.02797* 0.1286

La comparacion de medias (Tukey, a=0.05) indica diferencias significativas cuando las letras
son distintas (a y b); las comparaciones son validas Gnicamente en columnas. nd, no determinado.

Los COV’s del Cuadro 2 no presentaron diferencias significativas entre variedades, pero son
moléculas importantes en los tejidos. El (Z)-B-ocimeno se identifico en flores y frutos inmaduros
de C. annuum con abundancias superiores al resto de los compuestos. Este monoterpeno desprende
un olor caracteristico a rancio (Mazida et al., 2005), se ha reportado en frutos de chile var. morrén,
poblano y arbol con 23.1E-06, 3.0E-06 y 4.0E-06 de abundancias, respectivamente (Moreno et al.,

2012; Bautista-San Juan et al., 2019), en la planta de Origanum vulgare var. aureum L., con el
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7.65% de abundancia (Jianu et al., 2023). Ademas, es una cairomona esencial para la atraccion del
picudo del chile (Mufiiz-Merino et al., 2015.

El (E)-B-Ocimeno fue otro compuesto constante identificado en los tejidos de flores y frutos
inmaduros de C. annuum, aunque no se compara con la abundancia de (Z)-p-Ocimeno. La sintesis
de dicho monoterpeno, ademas de ser una esencia floral, actia como mecanismo de defensa para
atraer enemigos naturales durante la herbivoria (Faldt et al., 2003). El (E)-p-Ocimeno se reportd
también en frutos de chile morrén (Lunning et al., 1994), arbol, piquin y serrano con 1.5E8, 0.3E8
y 0.4E8 de abundancia, respectivamente (Rodriguez-Burruezo et al., 2010). Ademas, su mezcla
con otros compuestos sintéticos mediante pruebas de olfatometria bajo laboratorio es detectado por
los adultos del picudo del chile (Mufiiz-Merino et al., 2015 y Bautista-San Juan et al., 2019).

El neo-alo-ocimeno fue la segunda molécula abundante. Esta molécula se report6 en frutos de
chile morrén (Luning et al., 1994) y en plantas de anacardo, que en conjunto con otros volatiles
atraen a larvas de Chrysoperla externa Hagen (Saraiva et al., 2024). Ademas, en respuesta de
defensa a los dafios causados por trips y gusanos del fruto su sintesis incrementa (Kirana et al.,
2021).

El cosmeno es un alcatetraeno identificado en los tejidos de flores y frutos, sin diferencias entre
estos. EI cosmeno se ha registrado como esencia floral en varias plantas de la familia Asparagales
(The Pherobase, 2024), en frutos de Citrus hystrix (Sato et al., 1990) y en frutos de chile var.
poblano (Bautista-San Juan et al., 2019).

El terpinoleno y el 2-isobutil-3-metoxipirazina fueron registrados en los frutos de C. annuum.
El Gltimo desprende un aroma caracteristico a chile verde, de acuerdo a varios reportes. Sus
aplicaciones de ambos compuestos en pruebas bioldgicas junto con otros compuestos sintéticos
incrementan la atraccion de los adultos del picudo del chile bajo evaluaciones de laboratorio y en
campo (Mufiiz-Merino et al., 2011 y Bautista-Herndndez et al., 2020). Mazida et. al. (2005)
reportaron que de acuerdo a la variedad, desarrollo y estado de madurez del fruto varian sus
abundancias y emisiones en el ambiente. Esto se observa con el resto de moléculas, ya que algunos
tienden a sintetizarse en abundancia durante el estado inmaduro de los tejidos y decrecen durante

la madurez fisioldgica del fruto o incrementan su emision conforme madura el fruto.

CONCLUSIONES
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Los compuestos comunes determinados en los tejidos de flores y frutos de las siete variedades de

C. annuum fueron el (Z)-p-Ocimeno, (E)-pB-Ocimeno, terpinoleno y 2-isobutil-3-metoxipirazina,
que en conjunto con el neo-alo-ocimeno y cosmeno, por sus significancias entre variedades, son
candidatos especificos para ser evaluados en una mezcla como atrayentes cairomonales para el

manejo del picudo del chile.
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INTRODUCCION

El maiz es uno de los cultivos més importantes en Mexico, por la superficie sembrada de 7.3
millones de Ha con una produccion de 27.5 millones de toneladas (SIAP, 2023). Sin embargo,
existen diversos factores que limitan su produccion, entre los que se encuentran los insectos,
especificamente los que llevan a cabo su ciclo bioldgico en el suelo y se alimentan del sistema
radicular de la planta. Las larvas de genero Phyllophaga se consideran entre las principales plagas
rizofagas de este cultivo (Moron et al., 2014). Para el manejo de esta plaga, se hacen aplicaciones
de insecticidas (Loera ef al., 2010).; sin embargo, su uso excesivo ocasiona los ya conocidos dafios
ambientales y a la salud humana, sin mencionar la capacidad de los organismos plaga para generar

resistencia. Por lo que la busqueda y evaluacion de diferentes métodos de manejo es importante.

El control biologico es uno de los métodos mas importantes y con mayor potencial para el manejo
y reduccion de poblaciones de plagas insectiles (Rojas ef al. 2017). Dentro de estos, los hongos
entomopatogenos, especificamente de los géneros Beauveria y Metarhizium, al ser habitantes
naturales del suelo (Carrillo, 2012), representan una herramienta importante para el manejo de
plagas rizofagas. Existen estudios que reportan infecciones naturales de larvas de Phyllohaga en
campo con aislamientos de las especies B. pseudobassiana y M. pingshaense (Guzmén-Franco et
al., 2012; Carrilo-Benitez ef al., 2013). Sin embargo, al evaluar estos aislamientos en larvas de
Phyllophaga bajo condiciones de laboratorio, nunca ocasionaron mortalidades arriba del 30%
(Guzmén-Franco et al., 2012). Por otro lado, al inyectar directamente blastosporas de B.
pseudobassiana al hemocele de las larvas de Phyllophaga, se obtuvo mortalidades del 100% en
solo tres dias (Enriquez-Vara et al., 2014). Lo cual sugiere que la cuticula de las larvas de
Phyllophaga es la barrera principal que impide la infeccion por hongos entomopatdgenos. Existen
estudios que reportan la presencia de bacterias en la cuticula de larvas de lepidopteros, como una

barrera bioldgica que inhibe la infeccidon por hongos (Martinez-Martinez et al., 2022), por lo que
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es posible que la presencia de bacterias en la cuticula de larvas d Phyllophaga sean las responsables

de que los hongos entompatégenos no ocasionen mortalidades altas. Con base en lo anterior, el
objetivo de este trabajo es identificar las bacterias presentes en la cuticula de larvas de
Phyllophaga, asi como determinar su posible efecto inhibitorio de la infeccion por hongos

entomopatogenos.
MATERIAL'Y METODOS

Larvas y aislamientos de hongos. Larvas de Phyllophaga se colectaron de parcelas de maiz del
estado de Guanajuato. Las larvas se transportaron al laboratorio de Patologia de Insectos del
Colegio de Postgraduados y se mantuvieron en observacion durante 15 dias, antes de usarse en los
experimentos. Se emplearon dos aislamientos, uno de B. pseudobassiana 'y otro de M. pingshaense,
ambos de obtenidos de larvas de gallina ciega y pertenecientes a la coleccion de hongos

entomopatogenos del laboratorio de Patologia de Insectos.

Infeccion de larvas de Phyllophaga por hongos entomopatogenos. Para determinar el papel de las
bacterias presentes en la cuticula de larvas de Phyllophaga en la infeccion por hongos
entompatdgenos, se evaluaron los dos aislamientos de hongos en larvas tratadas y no tratadas con
antibioticos. Para esto, grupos de 12 larvas se sumergieron en una solucion de 4 antibidticos
(estreptomicina, ampicilina, tetraciclina y rifampicina) todos a una concentraciéon de 8000 ppm,
durante 10 segundos. Otro grupo de larvas tinicamente fue sumergido en Tween 80 al 0.03% siendo
este el testigo. Ambos grupos de larvas, tratadas y no tratadas con antibidticos, fueron sumergidos
en suspensiones de conidios de cada aislamiento a una concentraciéon de 1 x 10® conidios mL™!
durante 10 segundos, y se incubaron a 25 °C en total oscuridad. La mortalidad se registré cada 24

h durante 12 dias.

Obtencion e identificacion molecular de bacterias de la cuticula de larvas de Phyllophaga. Para
la obtencion de bacterias, grupos de 10 larvas se sumergieron en un buffer a base de nitrato de
amonio, y se agitaron en el vortex durante 10 segundos. Posteriormente, se hicieron diferentes
diluciones, desde -1 hasta -5 para seleccionar la mas adecuada que permitiera la obtencion de
colonias individuales, y asi caracterizarlas morfologicamente basada en color, borde, textura,
elevacion, etc. Para la identificacion molecular de las bacterias, se realizo la extraccién de ADN
de cada colonia con un kit de extraccion (Qiagen). Posteriormente, se amplifico una region del gen

16S con los iniciadores 27F y 1492R por medio de PCR. Los productos resultantes se enviaron a
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la compafiia Macrogen para su secuenciacion directa, y asi determinar su identidad por medio de

comparaciones con secuencias de bacterias ya identificadas y depositadas en bases de datos como

GenBank.

Pruebas de antagonismo. Ambos aislamientos de hongos entomopatdgenos se sembraron por
medio de perlas de cristal en medio ADS. Para esto, se inocularon 100 puL de una suspension de 1
x 108 conidios mL™! en cajas Petri cuadriculadas, después de 90 minutos, una vez que el exceso de
humedad se elimind, se procedid a la inoculacion de todas las colonias bacterianas, por medio de
la técnica del micropunto, sobre los hongos previamente inoculados. La presencia de halos de
inhibicion en los hongos inoculados sefial6 aquellas colonias de bacterias que tuvieron este efecto.

Este estudio se realizé en dos ocasiones para confirmar los resultados.
RESULTADOS

Infeccion de larvas de Phyllophaga por hongos entomopatogenos. En larvas tratadas con
antibioticos se obtuvo 100% de mortalidad en 12 dias con ambos aislamientos, mientras que en las
no tratadas con antibioticos, la mortalidad fue de 80% en el mismo tiempo. No hubo mortalidad

en el testigo. Este experimento serd repetido nuevamente este afio para confirmar los resultados.

Obtencion e identificacion molecular de bacterias de la cuticula de larvas de Phyllophaga. Se
obtuvieron 124 aislamientos bacterianos morfoldégicamente diferentes. Estos aislamientos se

encuentran aun en proceso de identificacion molecular.

Pruebas de antagonismo. Los resultados sefalan que aproximadamente 45 aislamientos
bacterianos ocasionan una inhibicidon en M. pingshaense mientras que en B. pseudobassiana solo
26 aislamientos bacterianos tuvieron este efecto. La combinacion de estos resultados con la
identificacion molecular, permitira seleccionar aislamientos bacterianos especificos para realizar
estudios mas detallados de inhibicion del crecimiento y germinacion de los aislamientos de hongos
entomopatogenos. Asimismo, estos aislamientos bacterianos seleccionados seran identificados con

tres marcadores moleculares para tener mayor certeza en su estatus taxonémico.
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INTRODUCCION

El barrenador negro de ramas (Xylosandrus compactus Eichhoff, 1875) es un escarabajo
ambrosial escolitino, de la tribu Xyleborini originario del sureste asiatico; Actualmente esta
presente en Africa, Asia, Norteamérica (EE. UU. y México), Sudamérica y Europa (Equihua et al.,
2023; Urvois et al., 2022). A diferencia de la mayoria de los escolitinos de este grupo, ataca tanto
a plantas estresadas como a las aparentemente sanas, con rango de hospedantes de 220 especies
pertenecientes a 62 familias botanicas, incluyendo arboles, arbustos y cultivos agricolas (Gugliuzzo
et al., 2021; Greco y Wright, 2015). La hembra de X. compactus coloniza preferentemente ramas
pequefias desarrollando galerias y cultivando hongos ambrosiales especificos que representan la
Unica fuente de alimento para su progenie (Hara y Beardsley, 1979). El ciclo biol6gico de huevo a
adulto, requiere de 28.5 d entre los 23 - 27 °C y 50 - 60% de HR (Hara y Beardsley, 1979). X.
compactus se reproduce por partenogénesis arrenotoca (i.e. haplodiploidia), en la que las hembras
producen machos a partir de huevos no fecundados, mientras que los fecundados producen
progenie femenina (Greco y Wright, 2015). Afecta varias especies vegetales de importancia
econdémica incluyendo cacao, mango, aguacatero y cafeto (Oliveira et al. 2008). Los adultos de
X. compactus estan activos entre marzo y septiembre, aunque las variaciones estan relacionadas
con las condiciones climaticas locales y estacionales; ademas, sélo las hembras pueden volar y
atacar nuevas plantas hospederas, barrenando ramas pequefias de 1 a 3 afios de edad, con un
diametro de hasta 4 a 6 cm (Anses, 2017). En México, el cafeto se produce principalmente en los
estados de Chiapas, Veracruz, Oaxaca y Puebla de 14 estados productores (85% de la superficie
nacional), en una superficie de 702,686.02 ha, con un volumen de produccion de 1,025,034.80 t en
485 municipios de México (SIAP, 2022).De acuerdo con Equihua et al (2023), en México se

reportd por primera vez en 2021 en Zoquitlan, Puebla infestando café robusta, aunque ya habia
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registros previos de este insecto por parte del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad

Agroalimentaria (SENASICA) (Péerez, 2020). Debido a que este insecto se comporta como una
plaga de importancia economica, Por lo anterior, se estudiaron las condiciones ambientales idoneas
que permitan su establecimiento y su dispersion en este pais, para lo cual que se aplicéd la
metodologia de modelado de nicho ecoldgico (MNE) mediante el algoritmo supervisado

MAXENT con s6lo presencias.

MATERIALES Y METODO

Obtencidn de registros de presencia. La recopilacion de datos se realizO mediante la
revision de informacién de Scopus, GBIF, ResearchGate, Google académico, pagina web Bark and
Ambrosia Beetles. Preparacion de datos. De la literatura cientifica se recabaron 352 ocurrencias
y 46 de GBIF (n=398). La base de datos fue auditada previamente para evitar errores de modelado.
Variables ambientales. Las variables bioclimaticas (19) se descargaron de la péagina

www.worldclim.org (consultado el 23 de mayo de 2023) con una resolucién espacial de 30 s

(~ 1 km); el area de transferencia o G fué México, EUA, Guatemala, Honduras, Belize y El
Salvador (1: 14,000,000). Para crear modelos candidatos se realizaron dos andlisis de MNE. Se
seleccionaron las variables para armar los conjuntos para calibracion de los modelos, con base en
el analisis de correlacion de Pearson con valores de £ 0.80 y andlisis de componentes principales
(cuatro conjuntos). Se generd un area de calibracion (buffer ) de 20 km con las ocurrencias y se
realizd6 una unién con las zonas de ecoregiones (Olson et al., 2001) donde estaban mas
conglomerados los puntos. Las capas se incluyeron a los conjuntos de variables bioclimaticas.
Calibracion del modelo. Los datos ambientales de una region a otra pueden incluir nuevas
condiciones ambientales, por lo que es fundamental calibrar los modelos. El area de calibracion de
especies (M), representa areas que han sido accesibles a la especie durante su historia
biogeogréafica, fue definida por ecorregiones mundiales caracterizadas por su biodiversidad. La
informacion ambiental se extrajo de las ocurrencias en QGIS® ver. 3.22.5-Biatowieza (QGIS.org,
2024). Con el paquete de blockCV (Valavi et al., 2019) en Rstudio® ver. 4.3.1 (R Core Team,
2023) se generaron los puntos de entrenamiento y prueba para la validacion cruzada de los modelos.
Las carpetas correspondientes se generaron con los conjuntos para calibrar y validar el modelo.
Con el paquete spThin (Aiello-Lammens et al., 2015) se limpié nuevamente la base de datos

original de duplicados y/o datos cercanos. Desarrollo de modelos candidatos. Los modelos
2
162


http://www.worldclim.org/

candidatos se ejecutaron con Rstudio® ver. Interfaz 4.3.1, el paquete Kuenm (Cobos et al., 2019)

y version Maxent. 3.4.4 (Phillips et al., 2024). El rendimiento del modelo se evalu6 en funcion de
la significacion estadistica (ROC parcial), las tasas de omision (OR) y el criterio de informacion
de Akaike corregido para tamafios de muestra pequefios (AICc). Evaluacion del modelo. La
evaluacion se realizo en Rstudio® ver. 4.3.1 con la funcién kuenm_feval del paquete Kuenm. para
lo cual se evaluaron 300 modelos distribuidos en cuatro conjuntos, cinco configuraciones de
multiplicadores de regularizacion, 15 combinaciones de restricciones y cuatro conjuntos distintos
de variables ambientales. La seleccion del modelo se basa en la importancia, la previsibilidad y la
complejidad, con ese orden de prioridad. Primero se filtran los modelos para detectar aquellos que
son estadisticamente significativos. El criterio de la tasa de omision se aplica a este pequefio
conjunto de modelos. Finalmente, entre los modelos candidatos significativos y de bajas emisiones,
fueron aquellos con valores delta AICc menores a dos, menor tasa de omision y valor de
significancia (pROC) < 0.05. Anélisis de extrapolacion de modelos. El anélisis de Superficie de
Similitud Ambiental Multivariada (MESS) se realizd con el software Maxent. Este analisis

identifica areas donde una 0 mas variables ambientales estan fuera del rango de entrenamiento.
RESULTADOS Y DISCUSION

Parametrizacion y variables ambientales que definieron los modelos. En este analisis
se selecciond sélo un modelo con las mejores parametrizaciones siguientes: Mean_AUC ratio:
1.09, pval_pROC: 0.00, Omission_rate_at 5%: 0.05,AlCc: 8281.99,delta_AlCc: 0.00, W_AIC c:
1.00 y num_parameters; 12. Con los parametros anteriores se generaron tres modelos finales:
Extrapolacion, Extrapolacion and Clamping y No Extrapolativo. De acuerdo con la prueba de
Jacknife, la variable ambiental con mayor ganancia cuando se usa de forma aislada, es la
precipitacion del mes mas humedo (biol3); mientras que, la variable ambiental que méas disminuye
la ganancia cuando se omite, es la temperatura media del trimestre mas himedo (bio8). Idoneidad
ambiental. La idoneidad ambiental en México y paises fronterizos se estimé a lo largo de la Sierra
Madre Occidental, hasta llegar al limite con el Eje Neovolcéanico, donde disminuye la idoneidad
ambiental de la zona central al Este de esta provincia biogeogréafica. A partir de este punto, el nicho
calculado se extiende al norte a lo largo de la Sierra Madre Oriental y al sur a lo largo de la Sierra
Madre de Chiapas. A lo largo de la zona media y sur del Golfo de México se predijo una idoneidad
ambiental alta. Sin embargo, el dafio que los ambrosiales pueden causar depende de la

3
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disponibilidad de sus especies hospederas, de la presencia/abundancia de otras especies

ambrosiales y su capacidad de dispersion (Lira-Noriega et al., 2018). Analisis multivariado de
superficie de similitud ambiental (MESS). El andlisis MESS confirma que el riesgo de
extrapolacién es bajo en las areas predichas para el modelo de nicho calculado de X. compactus,
ya que las areas no analogas se proyectaron en provincias biogeograficas diferentes.

CONCLUSIONES

El barrenador negro de ramas (X. compactus) tiene una idoneidad ambiental en México que
coincide con Estados de importancia en la produccion de café. El estado de Veracruz demostrd
tener conectividad bioclimética en zonas productoras de café. Los impactos negativos asociados a
este ambrosial podrian incrementarse derivado a que tiene un amplio rango de hospederos y las
condiciones son adecuadas para su desarrollo en México, como en el sureste de México, Sierra
Madre Occidental y parte del Eje Neovolcéanico Transversal. EI MNE observado revela que este
escarabajo ambrosial tiene el potencial de aumentar su distribucion en lugares donde adn no se ha

establecido.
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INTRODUCCION

Bactericera cockerelli (Sulc.) también conocido como pulgédn saltador de la papa, salerillo,
paratrioza o psilido del tomate o de la papa (Bujanos Mufiiz & Ramos Méndez, 2015), es la plaga clave
en las principales zonas productoras de papa en México, tanto por los dafios directos como
indirectos que provoca al tubérculo (Diaz-Valasis at al., 2008). EI 70% de la superficie dedicada a
este cultivo (Rubio-Covarrubias at al., 2002) tiene problemas asociados con este vector del agente
causal de punta morada y “zebra chip” Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso), (Contreras-
Rendon at al., 2017). Este patogeno afecta el floema de la planta (Hansen at al., 2008), reduce la
tasa fotosintética de las hojas, disminuye la cantidad de almidén y aumenta la cantidad de azlcares
reductores en el tubérculo, alterando su sabor y su aspecto interno (Wallis at al., 2012), asi como
el rendimiento del cultivo. Tales efectos son méas severos mientras mas temprana es la infestacion
del vector (Gao at al., 2016). Este patosistema suele ser atendido con hasta 16 tipos de insecticidas
(hasta 16 diferentes) con 11 diferentes modos de accion (Vereijssen at al., 2018), llegandose a
realizar en promedio ocho aplicaciones por temporada, con un costo de $USD 1, 235 por hectarea
(Eigenbrode y Gomulkiewicz, 2022). Lo productores tienen la percepcién de que, si ejecutan dicho
plan de aplicaciones, corren el riesgo de perder la cosecha.

El objetivo de este trabajo es evaluar el potencial de las imagenes RGB y multiespectrales
tomadas por drones para detectar la presencia de B. cockerelli en papa. Se espera que la deteccion
temprana permita la implementacion de tacticas de combate dirigido y disminuya la aplicacion de

insecticidas para el control de esta plaga.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se planed para desarrollarse en dos fases: ciclo de produccion primavera-verano
2022 y 2023, el cual se llevé a cabo en el municipio de San José del Rincdn, México, en papa
(Solanum tuberosum L) variedad Fianna con productores cooperantes. Las parcelas monitoreadas
tuvieron una superficie de 2 y 1.2 ha. Toma de fotografias y procesamiento de imagenes. Se
tomaron dos tipos de imagenes: RGB y multiespectral. Las im&genes RGB se tomaron en 4
ocasiones (1, 11 y 18 de octubre y 3 de noviembre), para el ciclo 2022 y en una ocasién (10-oct)
para el ciclo 2023, con un dron DJI phantom4 pro® (DJI, Shenzhen, Guangdong, China) equipado
con un sensor CMOS de 1 pulgada y 20 megapixeles a 30 m de altura. Las imagenes
multiespectrales se tomaron el 18 de octubre y 3 de noviembre de 2022; con una cdmara Parrot
Sequoia plus® (China) montada sobre un dron eBee® (Suiza) a 50 m de altura; la camara incluye
cuatro sensores, los correspondientes a las bandas verde (550+40 nm), roja (660+40), borde rojo
(735x10) e infrarrojo cercano o NIR (790+40), con una resolucién monobanda de 1.2 MP, 1 280 x
960 px, mas un sensor de luz solar y calibracion radiométrica automatica. Las imagenes obtenidas
se procesaron en el software Pix4D (Pix4D SA, Lausanne, Switzerland) para obtener los
ortomosaicos y ubicar las plantas que sirvieron de muestra para el entrenamiento en el modelo de
prediccion y deteccion del dafio de B. cockerelli. Monitoreo de B. cockerelli. Se monitore6
semanalmente la presencia de adultos mediante trampas amarillas pegajosas de 22 x 15 cm,
colocadas en estacas de madera por arriba de las plantas, a 25 m entre trampas y un total de 16
trampas/ha. Complementariamente, se monitorearon semanalmente 50 plantas (para el ciclo 2022)
y 100 plantas (para el ciclo 2023) marcadas 48 dias después de la siembra, para cuantificar la
presencia de huevos, ninfas y adultos durante el ciclo del cultivo. Incidencia, severidad de “zebra
chip” y rendimiento. Al final del ciclo productivo, de cada planta marcada se registré el nimero
de tubérculos producidos por planta, los cuales fueron pesados y clasificados por calidad comercial
segun su diametro polar y diametro ecuatorial. De cada planta, se seleccioné un tubérculo al azar,
para estimar la incidencia de “zebra chip” (No. de tubérculos infectados/tubérculos totales x 100).
En cada tubérculo, la severidad se estim6 mediante la escala propuesta por Anderson at al. (2013).
Procesamiento de datos. Se crearon mapas con base en los valores obtenidos de diversos indices

de reflectancia derivados de las imagenes RGB (De Castro at al., 2015) y multiespectrales (Xie at
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al., 2021) y (Vanegas at al., 2018), mediante el programa Open Source licenciado bajo la licencia

GNU—General Public License of the Geographic Information System (QGIS). Modelo de
prediccidn y deteccion del dafio de B. cockerelli. Con los valores obtenidos de los pixeles de cada
banda y sus respectivos indices se construyo la tabla de sus atributos y se analizaron con el modelo
de machine learning Random Forest y maquinas de soporte vectorial (MVS), usando el lenguaje
de programacion Python y Google colab, con 90% de los datos para entrenamiento y 10% de

prueba, en cada uno de los vuelos.
RESULTADOS

Incidencia de B. cockerelli. Las plantas que estaban infestadas por algln estadio del insecto
variaron durante el ciclo: se llegaron a encontrar en promedio plantas con 25 huevos o 15 ninfas
para el ciclo 2022. En 2023 la incidencia fue menor, los valores mas altos registrados fueron de 5

huevos, 6 ninfas y 2 adultos por tallo para ambos ciclos (Figura 1).
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Figura 1. Presencia de B. cockerelli (huevos, ninfas y adultos en promedio por tallo y por planta infestada) en papa durante el ciclo
de produccion 2022 (izquierda) y 2023 (derecha)

“Zebra chip” y rendimiento. La incidencia de “zebra chip” fue del 41% para el ciclo 2022 y para
2023, de 55%. El rendimiento obtenido en gramos por planta, para el 2022, fue de 936.52 'y 842.61,
para las plantas que presentaron sintomas de “zebra chip” y plantas sanas, respectivamente, sin
que hubiera significancia para la diferencia entre dichos promedios, de acuerdo con la prueba de
t-student con 0=0.05, esto mientras que, para el ciclo 2023, fue de 559 y 853 gramos por planta

enferma y sana, respectivamente, diferencia significativa.

Deteccion de B. cockerelli mediante imagenes tomadas por drones. Fue posible detectar la
presencia de Bactericera en las plantas marcadas mediante los indices de reflectancia explorados.

La precision més alta se obtuvo con los indices derivados de las imagenes RGB (76%) en la tercera
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fecha de muestreo. EI primer muestreo produjo mayor precision (87%), pero puede deberse a que

el modelo es susceptible a un sobreajuste cuando se tienen datos desbalanceados (o sea de los 46

registros solo 9 plantas estaban infestadas) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Evaluacion de la precisidn en la discriminacidn de plantas infectadas con B. cockerelli en papa, valores obtenidos de
imagenes de drones a 30 (RGB) y 50 (multiespectral- ME) m de altura en diferentes fechas, usando random forest y maquinas de
soporte vectorial (MVS).

Precision (%)
Afio Fecha Fase fenologica indices Random Forest MVS

1-oct Inicio de tuberizacion (73 dds) RGB 85 +0.122 87 +0.125

11-oct Inicio de tuberizacion (83 dds) RGB 70 £0.233 80+ 0.221

RGB 78 £0.060 80+ 0.00

2022 18-oct Inicio de tuberizacion (90 dds) ME 56+0.213 80 +0.00
RGB+ME 68 +0.133 80 + 0.00

RGB 70 £0.00 75 +0.00

3-nov Llenado de tubérculos (106 dds) ME 75 +£0.00 75 +0.00

RGB+ME 77 +0.075 75 +0.00
2023 10-oct Inicio de tuberizacion (66 dds) RGB 96 £ 0.08 97.5+0.00

CONCLUSIONES

Mediante los indices derivados de las imagenes RGB y el modelo MVS, fue poible pueden detectar

las plantas infestadas con B. cockerelli con una precision del 97%.
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INTRODUCCION

Los arandanos en México van adquiriendo mayor importancia en el mercado internacional,
ubicandose en el octavo exportador mundial de ardndanos frescos durante los Gltimos cuatro
afios (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2023). Sin embargo, este crecimiento puede

verse afectado por el ataqué de diversos patdgenos, entre ellos el hongo Botrytis spp.

Botrytis cinerea es el agente causal de la enfermedad conocida como el moho gris, una de
las enfermedades de mayor importancia a nivel mundial (Orozco-mosqueda et al., 2023). Es la
segunda especie del patdgeno mas importante causante de enfermedades de plantas (Dean et al.,
2012). B. cinerea se ha descrito como una especie compleja, donde se han reclasificado un
conjunto de especies morfoldgicamente cripticas (Azevedo etal., 2020). Su Diversidad
genética en este género se ve atribuida por una serie de factores como son la capacidad de
reproduccion sexual, por lo que detectar los tipos de apareamientos de esta especie da una
informacion de la capacidad de intercambio genético, aunque sean raramente evidenciadas en
el campo (Beever & Weeds, 2007). Asimismo, la variabilidad en el genoma se puede deber a
elementos transponibles (Elad et al., 2016) en donde para el caso de Botrytis se han reportado
el elemento Boty y Flipper (Giraud et al., 1997). Sin embargo, para la identificacion de especies
dentro del complejo B. cinerea es necesario el analisis de genes codificantes nucleares (G3PDH,
HSP60, RPB2) y genes de necrosis y produccién de etileno NEP1 y NEP 2 (Staats et al., 2005,
2007). Ademas, Leroch et al.(2013) determinaron que a nivel intraespecifico se puede
determinar el B. cinerea grupo S al evaluar el polimorfismo del gen codificante mrrl de los
aislamientos (Leroch etal., 2013; Plesken et al., 2015). Todo ello, ha conllevado que en
diferentes paises actualicen el estudio a nivel de la diversidad genética presente en este
complejo de B. cinerea, reportando de esta manera nuevas especies (Harper et al., 2019; Saito
etal., 2016; Zhou et al., 2014).
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Por lo que el primer objetivo de esta investigacion fue caracterizar fenotipica y

genéticamente aislamientos de Botrytis spp. procedentes de México, mediante descriptores
culturales, detectar tipos de apareamiento MAT1-1/ MAT 1-2, elementos transponibles (Boty o
Flipper) y determinar subgrupos N y S e identificar aislamientos de Botrytis bajo un analisis

multilocus.
MATERIALES Y METODOS

Lugar de colecta y aislamiento. Las muestras de arandanos fueron recolectadas en campos
comerciales bajo manejo organico o convencional. EI muestreo fue dirigido a flores y frutos
con signos, sintomas o asintomaticos (n=109) en cinco estados productores: Jalisco, Michoacan,
Sinaloa, Guanajuato y Baja California. El periodo de coleccion fue de agosto del 2023 a febrero
del 2024. Los aislados de Botrytis fueron cultivados en medio PDA y para la obtencién de

cultivos monoconidiales se siguid el procedimiento descrito por Pei et al.(2019).

Caracterizacion cultural. Los aislamientos se analizaron siguiendo la metodologia de Pei
et al.(2019) y se clasificaron segln su tipo morfolégico y morfotipos de acuerdo a Martinez et
al. (2003). También se evaluaron los niveles de esporulacién (E) y la capacidad de formacion

de esclerocios (cfe), utilizando las categorias definidas por Esterio en 2005 (Copier, 2013).

Caracterizacion molecular. Para la extraccion de DNA se empled el protocolo desarrollado
por Saitoh et al. (2006) con algunas modificaciones. El micelio fue colectado con 8 dias de
crecimiento en medio PDA vy la lisis se realiz6 empleando perlas de 4 mm de diametro en el
disruptor celular Retsch 400 MM, durante 16 minutos a 20 RPM. Las concentraciones de DNA
fueron diluidas a una concentracion de 50 a 100 ng/ul y almacenadas a - 20°C. Para la
identificacion de los aislamientos se emplearon los genes nucleares (RPB2-F/RPB2-R,
G3PDH-F/G3PDH-R, and HSP60-F/HSP60-R ) y los genes de necrosis y proteinas inductoras
de etileno ( NEP 2) (Staats et al., 2005, 2007). La PCR fue realizada empleando las condiciones

respectivas para cada uno de los genes estudiados.

Andlisis filogenético. Un aislamiento fue seleccionado para ser secuenciado con los 4 genes
(G3PHD, HSP60, RPB2, NEP2) en ambos sentidos (forward y reverse). Las secuencias
consenso fueron obtenidas con el programa de BioEdit, las cuales fueron comparadas con las
secuencias disponibles en el NCBI, usando el programa BLAST.

Se construy6 un arbol filogenético concatenado G3PDH + HSP60 + RPB2 +NEP2, usando
la inferencia Bayesiana (Pefia, 2011). Finalmente, se visualizaron todos los arboles en el
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software FigTree v.1.4.2. También se analizd la méxima verosimilitud (ML) mediante

Bootstrap basada en 50000 repeticiones con el programa raxmIGUI 2.0 (Edler et al., 2021). Se

consideraron las ramas que tuvieron Bootstratp > 60% y las probabilidades > 0.9

Determinacion del tipo de apareamiento. Se baso en la deteccion de los genes MAT1-1y
MAT1-2 empleando los primers desarrollados por Van Kan et al. (2010).

Deteccion de elementos transponibles. Para la deteccién de los elementos transponibles
Flipper y Boty se usaron los primers F300 y F1500 (Levis et al., 1997) y Botty-F y Boty-R

(Mufioz et al., 2008), respectivamente.

Deteccidn de subgrupos de B. cinerea (N y S). Para diferenciar los grupos de B. cinerea N
(sensu estricto) de B. cinerea S se empled un grupo de tres juegos de primers disefiados por
Plesken et al. (2015).

Prueba de patogenicidad. Las pruebas de patogenicidad fueron realizadas con frutos de
arandanos recién cosechados bajo dos metodologias de inoculacion: con heridas y sin heridas.
Los frutos fueron desinfestados siguiendo la metodologia de Saito et al. (2016). EI método de
inoculacion fue por conidios a una concentracion de 1x 10° (Cosseboom et al., 2017). Para
evaluar la incidencia, diez frutos fueron inoculados por cada tratamiento e incubados a 22°C
por 10 dias.

Analisis estadistico. Para el analisis estadistico de genotipos y fenotipos se empleo la prueba

de prueba ji-cuadrado de Pearson. Los analisis fueron analizados por el programa RStudio 2024.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se colectaron 109 aislamientos de los estados de Michoacan (23), Guanajuato (9), Jalisco
(48), Sinaloa (19), Baja California (10). Del total de aislamientos el 82 % (89) fueron del tipo
esclerocial y el 18% del tipo micelial (P=3.87 e11). Los esclerocios, poseen una melanina que
les confiere resistencia o tolerancia contra factores ambientales extremos (temperaturas
extremas, radiacion UV, aplicaciones quimicas, desecacion y ataques microbianos) (Zhou et al.,
2018). Podemos inferir que al menos el 82 % de aislamientos obtenidos en México podria tener
esa ventaja de adaptacion. Asi mismo, estos esclerocios pueden ser la fuente de inoculo inicial
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para el arandano u otros cultivos susceptibles; ya que tienen la capacidad de infectar a muchos

hospedantes por su capacidad polifaga (Beever & Weeds, 2007).

Se detectaron los ocho morfotipos descritos por Martinez et al. (2003) con diferencias
significativas entre estos (P=9.12 E*%), predominando el morfotipo S3 (esclerocios grandes
distribuidos aleatoriamente) y S4 (esclerocios pequefios distribuidos aleatoriamente) con un

porcentaje de 31.1% Yy 24.8%, respectivamente.

De acuerdo al nivel de capacidad formadora de esclerocios y nivel de esporulacion descritos
por Esterio (2005), se encontraron 4 categorias (cfe-0, cfe-1, cfe-2, cfe-3) (P=5.49 E™3), con
una alta frecuencia (56.9%) de la categoria cfe-3 (alta produccién de esclerocios). A nivel de
esporulacion, el 43 % tuvo una esporulacion escasa (E1) y 38% una esporulacion abundante
(E3), seguido de aislamientos que esporulan escasamente (E2) (16%) y los que no esporulan
(EO) (3%).

A nivel de caracterizacion genética, los dos tipos de apareamiento MAT1-1 y MAT1-2 se
encontraron con una frecuencia de 42.2% y 57.8%, respectivamente; en una relaciéon 1:1
(P=0.1035), lo que indicaria el potencial de ocurrencia de una reproduccion sexual como lo
indican investigaciones previas (Pei et al., 2019). Basados en la deteccién de los dos elementos
transponibles presentes en Botrytis (Boty y Flipper), se detectaron tres genotipos: Boty, Flipper
y Transposa; sin embargo, el genotipo predominante fue Transposa con una frecuencia de
86.2%, sequido del genotipo Boty (8.3%) y Flipper (5.5%). El genotipo VVacuma no se encontro.

Se encontro el subgrupo B. cinerea S con una frecuencia de 2.8% en este estudio en México.
Ademas, se encontrd un Botrytis cinerea rosado, esto fue confirmado bajo un analisis

multilocus.

Botrytis cinerea “rosado” se ha reportado en Italia, Japon, Francia, EUA y en China
(Kamaruzzaman et al., 2018). Esta coloracion se le atribuye a un pigmento denominado

bikaverina (Kamaruzzaman et al., 2018; Limon et al., 2010).

Este es el primer reporte de B. cinerea de color rosado y del subgrupo B. cinerea S en arandano

en México.
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INTRODUCCION

En 2023, México destaco en la produccién de fresa (Fragaria x ananassa Duch), ocupando el
cuarto lugar a nivel mundial (SIAP, 2023) y el segundo lugar en exportacion de esta frutilla (FAO,
2024). En Guanajuato, la fresa se cultiva en 20 municipios y se posiciona como el segundo estado
productor nacional de este fruto, con un aporte de mas de 96,000 t (SIACON, 2023; SIAP, 2023).
La palomilla europea del pimiento, Duponchelia fovealis Zeller (Lepidoptera: Crambidae), es una
plaga de reciente introduccién a México, con reportes de dafios en cultivos de fresa y arandano,
principalmente (Reyes-Serrano et al., 2023; Rodriguez-Vazquez et al., 2023). Las larvas de D.
fovealis perforan tallos y raices, por lo que provocan marchitez y debilitamiento de las plantas y
reducen significativamente los rendimientos (Bethke y Vander-Mey, 2011). En el contexto del
Manejo Integrado de Plagas, el muestreo es indispensable para conocer la abundancia, distribucion
espacial y estructura de las poblaciones plagas y los dafios asociados, permitiendo asi tomar
decisiones de manejo basadas en los hallazgos obtenidos (Romero-Rosales, 2010). En esta misma
linea, la resistencia vegetal, enmarcada dentro del control genético, representa la primera linea de
defensa de las plantas y su implementacion puede reducir significativamente los dafios causados
por artropodos plaga (Smith, 2005). En este contexto, uno de los objetivos de la presente
investigacion fue desarrollar un plan de muestreo secuencial para optimizar el tiempo de estimacién
de la densidad poblacional de D. fovealis en parcelas de fresa. Un segundo objetivo fue evaluar las
respuestas de preferencia y desempefio de D. fovealis sobre cinco variedades de fresa para detectar

si existe evidencia de resistencia vegetal de algunas de ella.
MATERIALES Y METODOS

Muestreo de la poblacion
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En los estados de Guanajuato y Michoacan, se realizaron 22 muestreos independientes en

parcelas de cultivo de fresa con diversos grados de infestacion por D. fovealis. En cada parcela se
inspeccionaron 50 plantas, seleccionadas mediante un muestreo sistematico con inicio aleatorio, y
se registro la presencia o ausencia de la plaga y el numero de estados inmaduros encontrados por
planta. Con la informacién derivada de los muestreos antes descritos, se calcularon los parametros
de Taylor (Taylor, 1961) para conocer la disposicion espacial de la plaga, esto sirvid para
desarrollar un plan de muestreo secuencial con precision fija a traves del método de Green (Green,
1970), el cual se implementd en la aplicacion Agromuestreo y se validdé mediante evaluaciones de

la plaga en campo
Evaluacion de la resistencia por antixenosis

Cria de insectos. La cria de D. fovealis se ha mantenido en condiciones controladas en el
laboratorio de Control Bioldgico del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo. Las larvas se
mantienen juntas en un recipiente y se alimentan con dieta artificial (Southland Products Inc.,
Arkansas) y dieta natural compuesta por hojas de fresa de la variedad Albién. Los adultos se
alimentan con una solucién de agua-miel en proporcién 9:1 y se mantienen en jaulas para insectos
de 30 x 30 cm.

Material vegetal. Las plantas de fresa se mantienen en condiciones de invernadero en
instalaciones del Campus, Montecillo. Las variedades empleadas son San Andreas, Camino Real,

Victor, Cabrillo y Albion, que se obtuvieron de un vivero ubicado en Irapuato, Guanajuato.

Bioensayo de consumo foliar sin opcion. La arena experimental consistio en una charola de
plastico de 15 x 15 cm; dentro de la arena se coloc6 una larva de Duponchelia fovealis de 4° instar
y una hoja de fresa de una determinada variedad (previamente digitalizada con un escaner HP
Deskjet 2050 para obtener la superficie inicial foliar), con el peciolo sumergido en un tubo
Eppendorf de 5 ml con agua simple para mantener la turgencia. Después de 48 h, se retir¢ la larva
y se volvio a digitalizar la hoja para obtener el area consumida. Cada variedad represento un

tratamiento y se realizaron 30 repeticiones por tratamiento.

Bioensayo consumo foliar con opcién. La preparacion de las hojas por variedad de fresa siguio
un procedimiento similar al del experimento anterior, con la excepcién de que no se incluyo la
variedad Albion en este ensayo. La arena experimental consistié en una bandeja redonda de 40 cm

de didmetro, en la cual se colocaron cuatro hojas de diferentes variedades, dispuestas en forma de
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cruz y equidistantes entre si. En el centro de la arena se ubico una larva de D. fovealis de 4° instar,

y se cubri6 con una tapa de plastico para evitar su escape. La larva se retird después de 72 horas, y
se digitalizaron las hojas para determinar la superficie final, en aquellas que mostraban signos de
consumo. Se realizaron 60 repeticiones por tratamiento, 15 repeticiones en el tiempo, en cada
ocasion se instalaron 4 unidades experimentales. El area foliar consumida por variedad, medida en
cm?, se analizd6 mediante una prueba de ji cuadrada utilizando el software estadistico R version
4.3.2.

Evaluacion de la resistencia por antibiosis

Hipotesis de preferencia de oviposicion en materia orgénica. La arena experimental se
establecio en una jaula para insectos de 30 x 30 cm. En esta jaula se colocaron dos tratamientos. El
primer tratamiento consistia en tres hojas de fresa de la variedad San Andreas, con el peciolo
sumergido en un frasco con 15 ml de agua para mantener la turgencia, ubicadas en un extremo de
la jaula. En el otro extremo se colocé una caja de Petri de 5 cm de diametro con una sanita en la
base y tres hojas de la misma variedad en proceso de descomposicion (hojas cortadas 30 dias antes
del inicio del experimento) y humedecidas constantemente para evitar la desecacion.
Posteriormente, se expuso a una pareja de adultos de menos de 24 h de emergencia; también se
colocé en el centro de la jaula un algodén humedecido con una solucidn de agua y miel en
proporcion 9:1 como alimento para los adultos. Después de 72 h, se retiraron las palomillas y se
procedié al conteo de huevos por tratamiento. Para este experimento se realizaron ocho
repeticiones. Los datos de oviposicion se analizaron mediante una prueba t de Student para
muestras pareadas utilizando el software estadistico R versién 4.3.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreo sistematico. Los datos de los muestreos realizados en plantaciones de fresa de
Guanajuato y Michoacan, se incorporaron a la aplicacion Agromuestreo para sistema operativo
Android (registrada en el sitio para aplicaciones mdviles Play Store), indican una disposicién
espacial de Duponchelia fovealis al azar con una ligera agregacion. Agromuestreo es una aplicacion
que implementa el muestreo secuencial con precision fija para estimar la abundancia de artrépodos

plaga en los agroecosistemas. Conocer la disposicion espacial de una plaga es crucial para
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desarrollar planes de muestreo eficientes, planificar ticticas de manejo y mejorar la precision en la

estimacion de poblaciones y predecir los dafios de una plaga (Martins et al., 2018).

En el bioensayo para evaluar la resistencia vegetal por antixenosis sin opcion, donde la larva de
D. fovealis estaba restringida a consumir una sola variedad, se encontraron diferencias
significativas entre las variedades. La prueba de comparacién de medias determiné que la unica
variedad estadisticamente diferente fue Albion (p = 0.024), que fue la menos preferida, en contraste
con San Andreas que fue la variedad con mayor porcentaje de consumo. Estos resultados difieren
de lo encontrado por Bischoff y colaboradores (2023), quienes determinaron que en pruebas sin
opcidn, la variedad Albidn era la mas consumida por D. fovealis cuando se comparaba contra las
variedades Portola, Aromas y San Andreas, ésta Ultima usada en el presente experimento. En el
bioensayo con opcion, donde se proporcionaron simultaneamente diferentes variedades a la larva,
el area foliar consumida no difirié entre las variedades probadas. Estos resultados coinciden con
un estudio similar en el cual los investigadores no encontraron evidencia de preferencia hacia
alguna variedad en ensayos de libre eleccion (Bischoff et al., 2023). La antixenosis o no preferencia
consiste en que la planta puede provocar un cambio en la conducta de los artropodos, impidiéndoles
utilizarla como sitio de refugio, oviposicion o alimento (Stout, 2013). Por lo tanto, la antixenosis
predice que ciertos rasgos de las plantas afectan el comportamiento de los herbivoros, de manera
que estos reducen la colonizacién o aceptacién de la planta huésped (Stout, 2013). Los ensayos del
presente estudio sugieren gque no existe un efecto de antixenosis hacia D. fovealis por parte de las
variedades de fresa; sin embargo, actualmente se estan desarrollando experimentos de preferencia
de oviposicién para robustecer esta hipdtesis. Para evaluar la resistencia por antibiosis, se llevaron
a cabo experimentos para obtener los parametros bioldgicos de D. fovealis alimentada con cuatro
diferentes variedades de fresa. Sin embargo, en pruebas preliminares se observaron mortalidades
del 45 al 90% de larvas de primer instar en todas las variedades, probablemente debido al grosor o
dureza de la hoja de fresa, lo que dificultd el establecimiento de larvas neonatas. Se ha probado
que factores como la morfologia de la planta o rasgos fisicos como la presencia de tricomas o la
dureza de la hoja pueden influir en el establecimiento o en el desempefio de los herviboros
(Carmona et al., 2011).

Por observaciones de campo, se planteo la hipotesis de que los primeros estadios larvales de D.
fovealis se desarrollan sobre un sustrato diferente a la planta, concretamente materia organica en

descomposicion cercana al surco. Este comportamiento puede deberse a que esta materia organica
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no presenta la misma dureza que una hoja viva. El experimento planteado para probar esta hipotesis

consistio en ofrecer simultaneamente dos sustratos diferentes a la hembra de D. fovealis y medir la
oviposicion en cada uno de ellos. El analisis estadistico (t = -3.39, p = .0115, gl=7) indicé que
existian diferencias en la preferencia del sustrato, ya que la oviposicion promedio en materia
orgénica fue de 37.7 huevos; mientras que, el promedio de huevos sobre la planta fue de 4.87. La
preferencia de la larva por lugares humedos, asi como por los habitos de consumo saprofagos de
D. fovealis, habian sido reportados con anterioridad (White, 2012; Rodriguez-Vazquez et al.,
2023). Sin embargo, ésta es la primera ocasion en que se reporta la preferencia de oviposicion de
D. fovelais sobre materia orgdnica. Con base en los resultados del presente experimento,
actualmente se desarrollan pruebas para la deteccion de resistencia por antibiosis con tablas de vida
fraccionadas. También se desarrollaran pruebas para determinar si existen diferencias significativas
en la dureza de las hojas vivas o recién cortadas de fresa y hojas en proceso de descomposicion.
Los experimentos para evaluar las respuestas de preferencia y desempefio de D. fovealis sobre
variedades de fresa tienen como finalidad detectar la resistencia vegetal de alguna de las
variedades. Asimismo, la deteccion de preferencia de oviposicidn sobre materia organica refuerza
la idea de un manejo eficaz de la plaga por métodos culturales, mediante la remocion de restos de
plantas presentes en la parcela (Copeman y Frank, 2024).
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INTRODUCCION

Phoenix canariensis es una palmera utilizada principalmente en jardineria como planta
ornamental (Obodn et al., 2017). Esta palmera posee una amplitud ecoldgica que le permite vivir
en condiciones climaticas y geograficas muy variables, asi, la podemos encontrar desde sitios a
nivel del mar hasta altitudes de 2240 metros como la Ciudad de México (CDMX) (Sosa et al.,
2021; Martinez 2017). La Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO) establece que P. canariensis forma parte de las plantas mas comunes de la CDMX;
siendo la palmera mas cultivada en los parques y jardines de la ciudad (CONABIO, 2021).
Actualmente, existen alrededor de 15 000 palmeras en la CDMX, siendo la mas comun P.
canariensis (SEDEMA 2022), especie que desde 2015 esta siendo afectada por problemas

sanitarios que la conducen a su muerte.

Las palmeras son plantas que brindan diversos nichos ecoldgicos que son habitados por
diferentes microorganismos que residen dentro del tejido de la hoja, llamados endoéfitos, en
particular poblaciones fangicas (Liu et al., 2020; Trivedi et al., 2020). Los hongos endofitos son
comunidades asociadas al hospedante que colonizan los espacios intercelulares o intracelulares de
los tejidos de la planta, en ésta, encuentran un nicho protegido que les brinda nutrientes
necesarios para su desarrollo, a cambio de este lugar seguro los hongos mejoran la aptitud de las
plantas desempefiando funciones importantes en el crecimiento de las plantas, la resistencia a las
enfermedades, la tolerancia al estrés ambiental y el mayor suministro y reciclaje de nutrientes

(Poveda y Baptista 2021; Sivacumar et al., 2020; Alam et al 2021; VVandenkoornhuyse et al. 2015).

Tomando en cuenta los beneficios que los hongos end6fitos proporcionan a la planta, es de suma

importancia ahondar en el estudio de las poblaciones endéfitas fungicas en P. canariensis que
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contribuya al desarrollo de alternativas viables que coadyuven en el cuidado de la salud de las

palmeras.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo y aislamiento. Se muestrearon 18 palmeras aparentemente sanas y sintomaticas en
cuatro sitios: La Avenida Paseo de las Palmas (APP) con tres palmeras, Avenida de los Maestros
(AM) con tres palmeras, Ferreria (FER) con 6 palmeras y Avenida 535 Esquina Talisméan (AET)
con seis palmeras. Las muestras se colocaron en bolsas de plastico herméticas y se transportaron
en hielera para su procesamiento en el laboratorio de Patologia Forestal del Programa de
Fitosanidad del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

Trozos de peciolo desinfectados se colocaron en medio papa-dextrosa agar y se incubaron a 28
°C por 10-15 dias. Una vez que se observo el crecimiento de micelio se tom6 una fraccion y se
transfirio a otra caja Petri con medio PDA vy se incub6 por 5-7 dias. Transcurrido ese tiempo, se
tomaron cuatro fracciones de micelio y se colocaron en medio agar-agua al 2% para su
purificacion; después se conservaron en aceite mineral para su uso posterior.

Identificacion. Los hongos endofitos se caracterizaron morfoldgicamente y para la identificacion
molecular, se utilizaron cebadores de PCR “forward y reverse” para amplificar y secuenciar la
region ITS.

Actividad antagonica por cultivo dual. Hongos endofitos y patdgenos se cocultivaron en placas
de 90 mm de didmetro, se utilizaron tres diferentes medios de cultivo: PDA, extracto de malta y
agar-agua, se colocaron discos de 5 mm de diametro de colonias puras en la periferia de las cajas

con una separacion de 40 mm.

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 18 plantas muestreadas se obtuvieron 127 aislamientos. Las palmeras mas jovenes (10-20
afios) mostraron una mayor diversidad de morfotipos, mientras que las palmeras de mayor edad
(60-80 afios) mostraron menor diversidad. Por otro lado, para los tres rangos de edad, las
palmeras con sintomas de enfermedad presentaron mayor diversidad de morfotipos. De igual
forma, en cuanto a la frecuencia de morfotipos se encontrd que las palmeras de 10-20 afios
mostraron mayor nimero de aislamientos en comparacién con las palmeras de 60-80 y de 40-60

afios. Por medio de ITS se identificaron molecularmente 25 especies. En las pruebas de
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antagonismo, los hongos Xylaria sp. y Mucor racemosus presentaron mayor actividad antagonica

frente a los patdgenos Nalanthamala vermoesenii, Lasiodipodia pseudotheobromae y Alternaria

tenuissima.

Los resultados obtenidos muestran que existe un desequilibrio de las poblaciones endéfitas
fangicas el cual puede estar ligado a una enfermedad tal como se ha estudiado en plantas atacadas
por hongos, bacterias e insectos en donde se ha observado que existe un considerable aumento de
la poblacién del filo Proteobacteria y disminucion en Firmicutes, asi como de la diversidad en
general (Chen et al., 2020; Li et al., 2020). De igual forma, la edad de la palmera desempefia un
papel determinante en la abundancia y diversidad de hongos enddfitos; al respecto, se ha
encontrado que en Citrus sinensis L. la diversidad y abundancia se ve afectada por las estaciones,
el tejido vegetal y la edad del arbol (Ziaie et al., 2019) Asi mismo, se observé que la diversidad
de hongos endofitos fue mayor en hojas senescentes que en hojas jovenes de Calostropis procera
Aiton (Nascimento et al., 2015). Por otro lado, los hongos Xylaria sp y Mucor racemosus
mostraron actividad antifungica en los tres medios de cultivo en donde fueron confrontados,
dichos organismos se han reportado como organismos endofitos que presentan actividad
antagdnica debido a los compuestos secundarios que biosintetizan (Charria et al. 2021; Basheer
et al., 2018). Asi mismo, ademas de las enzimas extracelulares que producen, la literatura sefiala
a Xylaria sp., como promotor del crecimiento de las plantas (Sharma et al., 2023). En ese
sentido, identificar y seleccionar organismos con potencial antagonico y propiedades que
optimizen la adquisicion de nutrientes es el primer y mas importante paso para establecer
alternativas de manejo que contribuyan a la sanidad de las palmeras. Este trabajo es el primer
informe en México que describe hongos endofitos que residen en peciolos de P. canariensis y
evalua su potencial capacidad de biocontrol.
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ANALISIS DE HAPLOTIPOS ND5-ND4 EN Ceratitis capitata (MOSCA DEL
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INTRODUCCION

La mosca del Mediterraneo (Ceratitis capitata), o0 moscamed, es considerada una de las plagas
mas destructivas y de mayor importancia econémica en cultivos hortofruticolas (Deschepper et
al., 2021). Aungue Meéxico es un territorio libre de la moscamed, se han reportado diversas
entradas transitorias. Por ejemplo, el 24 de abril de 2019 se detectd un ejemplar en el puerto de
Manzanillo, Colima, el cual fue erradicado segun un informe de la NAPPO (2020). Ademas,
SENASICA (2023), en su quinto informe mensual de las Actividades del Programa
MOSCAMED, reporto la presencia de 637 entradas transitorias activas en la frontera de Chiapas
con Guatemala.

El andlisis de las vias de introduccidon de la moscamed es crucial para la eficacia de las
estrategias de exclusion, ya que conocer la probable fuente geografica de una introduccion puede
mejorar las politicas cuarentenarias. El uso de la PCR y la secuenciacién ha permitido distinguir
entre poblaciones de C. capitata, identificando nuevas variantes poblacionales, como se describe
en el trabajo de Ruiz-Arce et al. (2020).

Investigaciones recientes sobre la genética poblacional de la moscamed, que analizan la region
ND5-tRNA-ND4, han identificado cerca de 231 haplotipos en seis regiones geogréaficas
(Valencia-Rueda, 2023). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es realizar un analisis de
polimorfismos y haplotipos del locus ND5-ND4 en individuos de moscamed colectados en tres
localidades de la zona fronteriza de Chiapas.

MATERIALES Y METODO
Material bioldgico. Las muestras bioldgicas fueron proporcionadas por el laboratorio de
Biologia Molecular del Departamento de Genetica del Programa Operativo de Moscas,
provenientes de tres localidades de la zona fronteriza de Chiapas: EI Vergel, Comitan; Santa
Rita, Frontera Comalapa; y Pico de Loro, Frontera Comalapa. Las muestras se preservaron
en RNA later (Invitrogen™ by Thermo Fisher Scientific) y etanol al 70%.

Amplificacion y secuenciacion de la region mitocondrial N5N4. Se utilizaron los
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cebadores ND5-J-7908 (5'-ACGATTAATATTGATATCTCC-3") y ND4-N-8628 (5-
TGGTCATGGATTATGTTC-3") descritos por Barr (2009) y sintetizados en T40ligo. La

amplificacion se realizd en un volumen de 25 pl, incluyendo 12.5 pl de GoTaq® Colorless
Master Mix (Promega) y 20-80 ng de ADN. Las condiciones de termociclado fueron:
desnaturalizacion inicial de 3 min a 95°C, seguida de 30 ciclos de 95°C por 30 s, 53.3°C por
30 s y 72°C por 1 min, con una extension final de 5 min a 72°C. Los productos se
visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con GelRed (Biotium, Inc.) en
un fotodocumentador (Vilber Lourmat ST5). Se realiz6 limpieza de productos de PCR con
Sephadex G-50 si fue necesario. Los productos se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. en
Seul, Corea.

Reconstruccion filogenética. Las secuencias se ensamblaron con Geneious Prime
v2024.0.2. Se generd una base de datos con secuencias de la region ND5-ND4 de los
individuos de este estudio, 318 secuencias reportadas en NCBI y tres secuencias de un brote
en Manzanillo, Colima (Segura-Le6n y Torres-Huerta, 2021). Se realiz6 un alineamiento
maultiple con Clustal Omega y se utilizé a C. rosa como grupo externo. EI mejor modelo
evolutivo de sustitucion nucleotidica se obtuvo con ModelTest-NG segun el criterio de BIC.
El analisis filogenético se realizd mediante inferencia bayesiana en Beast2 v1.10.4 con
50,000,000 generaciones. La salida MCMC se evalu6 en Tracer v1.7.1, y se construyo el
arbol consenso descartando el 30% de los arboles iniciales. La edicion del arbol consenso se
realizé en iTOL v6.5.8.

Anélisis de polimorfismo y redes de haplotipos del marcador N5N4. La diversidad de
haplotipos se analizd con DnaSP v6.12.03, estimando el nimero de haplotipos (k), sitios
segregantes (S), diversidad de haplotipos (h) y diversidad de nucledtidos (m). Se construyd
una red de haplotipos en PopART usando el algoritmo de union de mediana (MJ) (Bandelt

et al., 1999) para representar las relaciones genéticas y geograficas entre las secuencias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Reconstruccion filogenética. El conjunto de datos incluyé 318 secuencias de individuos

procedentes de 50 paises y 8 regiones geograficas: Mediterraneo, Centroamérica, Sudameérica,

Hawai, Australia, Africa subsahariana, Oeste de Africa y Este Sur de Africa. Para el analisis

filogenético se utilizd el modelo de sustitucion de nucleétidos TrN+G4+l1, segun el criterio de

BIC. Las secuencias obtenidas tuvieron longitudes de 584 y 681 pb, con una cobertura minima de
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584 pb. El arbol filogenético estructuro las secuencias en 4 grupos (Figura 1). Las secuencias de

los individuos de Chiapas se clasificaron en el grupo A, el mas numeroso, con 109 secuencias
recolectadas de 25 localidades en 28 paises y 7 regiones geogréaficas. La diversidad nucleotidica
(1) en este grupo es de 0.0055, con 36 sitios segregados y 13 sitios informativos para parsimonia,
mientras que el estadistico D de Tajima tuvo un valor de -1.73324 con una significancia de
0.97087.

o
gt Wl 2

Figura 1. Filogenia de haplotipos Unicos de la region N5N4 del ADNmt de C. capitata con base en BIC realizado en
iTOL v6.5.8. Las secuencias N4AN5 pertenecientes a individuos de la moscamed colectados en México se resaltan en

el haplogrupo A con un color mas oscuro.

Andlisis de polimorfismo y redes de haplotipos del marcador N5N4. Se selecciono el
grupo A de la filogenia (Figura 1) para generar una red de haplotipos en PopArt (Figura 2).
Todos los individuos colectados en Chiapas, asi como los del brote de Colima en 2021, se
agruparon en el haplotipo 35. La alta frecuencia del haplotipo 35 sugiere una amplia

distribucion geogréfica y temporal, agrupando secuencias de tres regiones geograficas
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diferentes y recolectadas durante méas de 65 afios, desde su primera deteccion en 1956.

Los individuos de Chiapas y Colima (2021) se agruparon en el haplotipo Hap_35, junto

con secuencias de Guatemala, Espafia, Croacia, Australia y Costa Rica. En Guatemala se

presentaron cuatro haplotipos, pero la mayoria de las secuencias datan de 1990, con solo una

en 2009, lo que limita la comprension actual de la diversidad genética de la moscamed en

este pais. Sin embargo, Guatemala parece ser el origen mas probable de los individuos

recolectados en las tres localidades de la zona fronteriza de Chiapas y los reportados en los

brotes de Colima en 2021, debido a la coincidencia con el haplotipo 35 y la proximidad

geogréfica de los sitios de recoleccion. Estos hallazgos subrayan la necesidad de actualizar

la informacion de diversas localidades de Centroamérica e incluso Sudamérica para obtener

un panorama preciso y completo de la diversidad genética de la moscamed, asi como de las

posibles rutas de introduccion en la region.
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Figura 2. Red de haplotipos generada con el algoritmo MJN en PopArt. El Hap_35 engloba a los

colectados de Chiapas y los de Colima.
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INTRODUCCION

Las mono-oxigenasas del citocromo P450 constituyen una diversa superfamilia de enzimas
presentes en distintos organismos vivos (Rodriguez y Rodeiro, 2014). En insectos, las enzimas
P450 estan involucradas en la sintesis y degradacion de compuestos fisioldgicamente esenciales,
como ecdisteroides, hormonas juveniles y feromonas, asi como en el metabolismo de quimicos
externos de origen natural y sintético (Zhang et al., 2018; Feyereisen, 2015).

La gendmica y la transcriptdmica son disciplinas que se utilizan para estudiar las proteinas P450.
Estas proporcionan una comprension integral de la identidad y la variabilidad de los genes Cyp
presentes en un genoma, asi como sus patrones de regulacion y expresion. Este conocimiento es
fundamental para entender la evolucién, diversidad funcional y adaptaciones especificas de estos
genes en diferentes especies (Bedoya y Guanilo, 2006).

Diversos estudios han revelado que el nimero de genes Cyp varia en insectos, interpretado como
adaptaciones evolutivas a diferentes entornos ecologicos (Lu et al., 2023; Yu et al., 2015; Wang et
al., 2014; Wang et al., 2019). La mosca modelo Drosophila melanogaster tiene 90 genes en 25
familias y 47 subfamilias (Tijet et al., 2001), de los cuales 46 pertenecen a la familia CYP6 y 43 a
la CYPA4. Por otro lado, Bactrocera dorsalis o la mosca oriental de la fruta tiene 101 genes en 25
familias y 57 subfamilias, mientras que Ceratitis capitata, la mosca del mediterrdneo cuenta con
103 genes en 24 familias y 44 subfamilias (Papanicolaou et al., 2016; Jing et al., 2020).

El primer genoma de la mosca mexicana de la fruta (Anastrepha ludens), considerada una plaga
cuarentenaria (Loera, 2017), fue reportado por el USDA en 2023. Sin embargo, actualmente no
existe un estudio que caracterice especificamente los genes AludCyp. En la informacion existente
solo se clasifican como ‘predichos’, lo que resalta la necesidad de su confirmacion. Es por ello que,

en el presente estudio, se identificaron, clasificaron y caracterizaron mediante inferencia
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filogenética con el organismo modelo D. melanogaster a la superfamilia del citocromo P450 (CYP)

de la mosca mexicana de la fruta.

MATERIALES Y METODO

Mineria y analisis funcionales de genes Cyp en el genoma de A. ludens. Se obtuvo el genoma
de la mosca mexicana de la fruta (idAnaLudel.1), reportado por el USDA en 2023. A partir de las
secuencias de proteinas codificadas en el genoma, se realiz6 un analisis de homologia utilizando
Blastp (Boratyn et al., 2019) contra la base de datos UniProtKB/Insecta 2023, con un E-value de
1le-6 (Coudert et al., 2023). Ademas, se llevo a cabo la anotacion de ontologia génica y el analisis
de dominios conservados y motivos funcionales utilizando InterProScan (Jones et al., 2014). A
partir de los resultados del anélisis de homologia y la anotacion de los dominios funcionales, se
realiz6 la mineria de secuencias relacionadas con citocromo P450 con comandos Bash (sed, grep,
cat y awk) y la herramienta SeqKit (Campesato, 2023; Shen et al., 2016). Las secuencias del ADN
del genoma, las secuencias CDS y las proteinas anotadas como AludCyp fueron filtradas y
unificadas, junto con sus coordenadas y caracteristicas genémicas.

Andlisis filogenéticos y clasificacion de las AludCYP. Se llevo a cabo un analisis de homologia
utilizando blastp para comparar las AludCYP unificadas con las secuencias CYP del organismo
modelo D. melanogaster depositadas en la flybase, utilizando un Evalue de 1le-6 (Boratyn et al.,
2019). Posteriormente, se cred un conjunto de datos que incluyo las secuencias de proteinas de las
AludCYP junto con las secuencias de D. melanogaster. Este conjunto de datos se utilizé para
realizar un alineamiento multiple con los programas Clustal Omega y MAFFT con los pardmetros
estandar (Sievers et al., 2011) y se selecciono el mejor alineamiento. Con el alineamiento multiple,
se obtuvo el mejor modelo evolutivo con ModelTest-NG (Darriba et al., 2020), y se gener6 un
arbol filogenético mediante inferencia bayesiana en Beast2 con 20,000,000 de generaciones. La
salida del MCM (Cadena de Monte Carlo) se evalu6 en Tracer v1.7 (Rambaut et al., 2018). Para la
anotacion del arbol consenso, se descarto el 30% de los arboles iniciales y se calculd la probabilidad
posterior con los arboles restantes. El arbol consenso resultante se visualizé y edité en iTOL. Con
la filogenia obtenida, se procedi6 a clasificar las AludCYP en familias y subfamilias, y se les

asignaron nombres basados en los homdlogos con D. melanogaster.

199



RESULTADOS Y DISCUSION

Mineriay andlisis funcionales de genes Cyp en el genoma de A. ludens. EI genoma de A. ludens
posee un tamafio de 820,8 Mb y esta estructurado en cinco cromosomas autosémicos y dos
sexuales. Contiene un total de 17,305 genes y 14,586 proteinas codificadas, de los cuales, 117
genes codifican AludCyp putativas. Sin embargo, tras el analisis detallado de homologia y
dominios conservados, se identificaron 125 genes que codifican AludCyp. Estos genes son
homologos a secuencias Cyp de tefritidos con los siguientes parametros de BLASTp: E-value de 0
a 9.41E-135, identidad del 96.917% al 41.04%, y cobertura del 100% al 49%. Ademas, también
presentan los dominios correspondientes a la familia P450 con Evalue de 0 a 7,00E-215 y un rango

de 438 residuos y la clasificacion de ontologia génica (Cuadro 1).

Cuadro 1.Bases de datos utilizados en InterPro para dominios conservados en P450 y términos GO.

InterPro
IBase de datos Entrada Nombre
pfam PF00067 Citocromo P450
SUPERFAMILY SSF48264 Citocromo P450

PANTHER PTHR24292 Citocromo P450

Terminos GO
Funcién molecular

Actividad monooxigenasa ( GO:0004497 )

union de iones de hierro ( GO:0005506 )

Actividad oxidorreductasa, que actia sobre donantes emparejados, con incorporacion o
reduccion de oxigeno molecular ( GO:0016705 ).

Union hemo ( GO:0020037 )

Anadlisis filogenéticos y clasificacion de las AludCYP con respecto a D. melanogaster.

En el &rbol filogenético, se observaron distintas divisiones entre los clanes de la superfamilia P450:
el clan mitocondrial, el clan CYP2, el clan CYP3 y el clan CYP4. Entre estos, los clanes CYP3 y
CYP4 mostraron un mayor nimero de proteinas filogenéticamente relacionadas, lo que indica una

mayor diversidad y posible funcionalidad en estos clanes. Esta distribucion es similar a la
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encontrada en otros dipteros, donde los clanes CYP3 y CYP4 también estdn mayormente

representados. Hablando especificamente dentro de cada clan, las familias mas representativas
fueron las familias CYP4 (clan CYP4) y CYP6 (clan CYP3), reflejando un patron comin en otros
dipteros (Feyereisen,2012). Ademas, se detectaron varias isoformas y duplicaciones dentro de estos
clanes, sugiriendo eventos de duplicacién génica que podrian haber contribuido a la expansion y
diversificacion de las funciones de estas proteinas. El analisis filogenético también muestra grupos
terminales de proteinas altamente soportados, reforzando la confianza en la precision de las

relaciones evolutivas observadas (figura 1).

Tree scale: 1
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Figura 1.Anélisis filogenético bayesiano de proteinas P450 de Anastrepha ludens con homdlogos al organismo modelo
Drosophila melanogaster . Los clanes identificados en tienen marcas de barras de colores distintas.Los circulos

mostraron valores de probabilidad posterior superiores al 90%.
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INTRODUCCION

La mosca del mediterraneo (Ceratitis capitata Wiedemann), también conocida como
moscamed, es una de las plagas mas destructivas del mundo. Esta especie polifaga puede
alimentarse de méas de 200 especies de plantas y tiene una notable capacidad para adaptarse a una
amplia variedad de climas. Su establecimiento en México podria causar pérdidas econémicas
superiores a los 7 mil millones de dolares anuales, ademas de restringir la exportacion y
movilizacion nacional de productos hortofruticolas (Salcedo-Baca et al., 2009; Szyniszewska &
Tatem, 2014).

En 1978 se cre6 el Programa MOSCAMED vy desde 1982 México mantiene un estatus como
pais libre de la moscamed (Enkerlin et al., 2015). Dentro de las estrategias fitosanitarias
implementadas por el programa se incluye la Técnica del Insecto Estéril (TIE) que integra la
biologia, ecologia y comportamiento de C. capitata (Liedo et al., 2020). Gran parte del
comportamiento de la moscamed se basa en estimulos olfativos, los cuales estan estrechamente
relacionados con su supervivencia, busqueda de hospederos, reproduccion y oviposicion (Sims et
al., 2022). Este sistema es mediado por un conjunto de proteinas sensoriales, entre ellas las
proteinas de unién a olores (OBPs). Estas proteinas son pequefias, globulares, hidrofilicas y
actuan como el primer filtro en la deteccion de infoquimicos, esenciales en la regulacion de
comportamientos vitales (Zhou, 2010).

A pesar de la importancia de las OBPs, hasta el presente afio existia una falta de consenso
sobre su namero Y clasificacion en la moscamed (Torres-Huerta et al., 2024). Actualmente, hay
una brecha en el conocimiento sobre su caracterizacion funcional y perfiles de expresion,
limitada a moscas virgenes de cuatro dias de edad de la cria ISPRA (Siciliano et al., 2014). Por

ello, el objetivo del presente trabajo es caracterizar la expresién de 10 CcapOBPs en diferentes
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tejidos sensoriales de adultos machos y hembras en distintos estados fisiologicos de madurez.

Estas OBPs son homologas a las de la mosca modelo Drosophila melanogaster, las cuales fueron

reportadas como especificas para 6rganos sensoriales.

MATERIALES Y METODO

Colecta de material bioldgico. Se establecié una cria de material silvestre en la Colonia
Madre de la Nueva Planta Moscamed, a partir de cerezas de café infestadas con larvas de la
moscamed, recolectadas en Las Cruces, Frontera Comalapa, Chiapas, el 14 de junio de
2023. El material bioldgico incluyé 150 machos y 150 hembras de la F2 en tres estados
fisiolégicos: reciéen emergidos (1-3 dias), con madurez sexual virgenes (8-10 dias) y
copulados.

Diseccion de tejidos sensoriales, extraccion de ARN total y sintesis de cDNA. Se
realizaron disecciones de 20 cabezas completas, 120 pares de antenas, 120 aparatos bucales,
25 cabezas sin antenas ni aparatos bucales y 420 patas de hembras y machos en las tres
etapas fisiologicas. Todos los tejidos disectados se conservaron en RNAlater a -20°C hasta
la extraccion de ARN total. Se realizaron 30 extracciones de ARN total utilizando el kit SV
Total RNA Isolation System de Promega. La cantidad y calidad del ARN total se evaluaron
mediante el Nanodrop 2000. La sintesis de cDNA se realizé con el kit GoScript™ Reverse
Transcription Mix, Oligo(dT) de Promega con 200 ng de ARN total para todos los tejidos,
excepto para antenas de inmaduros de machos y hembras y machos maduros virgenes,
donde se utilizaron 100 ng de ARN total.

Amplificacion génica de CcapObps en tejidos sensoriales de machos y hembras en
tres etapas fisiolégicas. Los cebadores para las diez CcapOBPs se disefiaron en Geneious
v2024.0.2 y se sintetizaron en T4 Oligo, lrapuato, México. Las reacciones de RT-PCR se
realizaron con 100 ng/uL de ADNc y 2 uL. de cebadores en un volumen final de 25 pL con
GoTaq Master Mix de Promega. Las condiciones de RT-PCR consistieron en:
desnaturalizacion a 94°C por 3 minutos, 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, alineacion
especifica durante 30 segundos, extension a 72°C por 2 minutos y extensién final a 72°C por
10 minutos. Se utiliz6 cDNA de cabezas completas como control positivo. Los resultados se

evaluaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% con Red Stain Gel de Biotium
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como agente intercalante y se visualizaron en un sistema Quantum ST5 de Vilber Lourmat.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion de ARN total y sintesis de cDNA. Las concentraciones de ARN total en la
mayoria de los tejidos fueron adecuadas para la sintesis de cDNA, superando los 200 ng/uL, con
relaciones de absorbancia 260/280 de 2.0-2.2 y 260/230 de 2. Estos indicadores confirmaron que
las muestras eran de alta calidad y aptas para la sintesis de cDNA y analisis de expresion génica.
Sin embargo, las concentraciones en las antenas fueron bajas (10-47.5 ng/uL).

Para las antenas, se realizaron pruebas de sintesis de cDNA con diferentes concentraciones de
ARN total (75, 100 y 200 ng), junto con un control positivo y se corroboro6 la integridad mediante
la amplificacion de la Ccapobp28a con un control positivo estandarizado. No se observaron
diferencias significativas en la sintesis de cDNA y la concentracion de 100 ng/uL de ARN fue
Optima ya que no hubo diferencias notables en la intensidad y el ancho de las bandas (figura 1).
Por lo tanto, la sintesis de cDNA para la mayoria de los tejidos se realizd con 200 ng/uL, excepto
en tres tejidos de antena con baja concentracion, donde se utilizd 100 ng/uL de ARN total. Los
resultados mostraron una concentracion ideal para RT-PCR, superando los 1000 ng/uL por
sintesis.

I MV MVE2 MVS MV MC$ MC?2 MC MCF MCcc® MCcc® MCec® +

100 200 500 500

antenas

Figura 1. RT-PCR de CcapObp28a. Inmaduras (1), maduros virgenes (MV), maduros copulados (MC). &'

machos; 9 : hembras; cc: cabeza completa; MP: marcador de peso; +: positivo estandarizado.

Anélisis de Perfiles de expresion. En la figura 2 se presentan los perfiles de expresion
de 10 genes OBP en individuos de C. capitata en tres estados fisioldgicos distintos,
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abarcando varios tejidos sensoriales, incluyendo la cabeza completa y la cabeza sin 6rganos

sensoriales. En general, se logr6 amplificar con éxito las 10 CcapObps seleccionadas,
observandose variaciones en la expresion segun el estado fisioldgico, el tejido sensorial y el
Sexo.

Los genes CcapObp28a y CcapObp99d mostraron expresion general en todos los tejidos
sensoriales y estados fisioldgicos, en ambos sexos. CcapObp28a tuvo una alta expresion en
antenas, aparato bucal y patas de individuos maduros copulados, y en patas de individuos
virgenes. Por otro lado, CcapObp99d se expres6 de manera tenue, sugiriendo niveles de
expresion bajos.

En los 6rganos sensoriales de la cabeza, CcapObp69al y CcapObp69a2 se expresaron
en antenas y aparato bucal, con mayor expresion en antenas y similar en ambos sexos y
estados fisiolégicos, mientras que, en individuos copulados, la expresion en aparato bucal
fue mayor en comparacion con otros estados. EI gen CcapObp56d se expres6 en aparato
bucal y patas, pero no en antenas, la expresion fue similar en inmaduros y hembras.
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Figura 2. Representacion de los perfiles transcripcionales de las 10 Ccapobps, en los tejidos de
machos y hembras de las tres etapas fisiologicas evaluadas. Cc: cabeza completa; cs: cabeza sin

érganos sesoriales; a: antena; ab: aparato bucal; pt: patas; J': machos; 9 : hembras.

Tres genes mostraron expresion especifica en antenas: CcapObp83a, CcapObp84al y

CcapObp83a-r. CcapObp83a tuvo alta expresion en individuos copulados y ligera en
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aparato bucal de virgenes y copulados. CcapObp83a-r mostrd expresion similar en machos

y hembras en todos los estados fisioldgicos. CcapObp84al se expresd en antenas en todos
los estados, con alta expresion en hembras virgenes y machos copulados. CcapObp84a-2 se
expresd en antenas de inmaduros y virgenes, y en copulados mostro inespecificidad,
expresandose en antenas, aparato bucal, patas y cabeza completa.

Finalmente, el gen CcapObp56¢c no mostré expresion en ningun tejido sensorial ni en
la cabeza completa en machos y hembras de los tres estados fisiologicos. Solo se observo
amplificacion en individuos copulados, especificamente en la cabeza completa y cabeza sin
6rganos sensoriales de machos.
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INTRODUCCION
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), o palomilla dorso de diamante, es la plaga
mas importante y destructiva de brasicaceas en el mundo. Poblaciones altas de larvas de este
lepidoptero ocasionan dafio al follaje que puede disminuir el rendimiento hasta en un 80% (Juric
etal., 2017). Asi mismo, para su control principalmente se utilizan insecticidas organosintéticos
y en consecuencia, éste insecto ha desarrollado resistencia a mas de 100 ingredientes activos
(Arthropod Resitance Pesticide Database, 2024; Kannan et al., 2017). Por estas razones algunos
autores proponen que el uso de extractos vegetales en el manejo de P. xylostella puede ser una
alternativa ante el uso de insecticidas. Algunos estudios han demostrado que los extractos de
ciertas plantas ocasionan repelencia o disuasion de la oviposicién en adultos de lepiddpteros
(Karimzadeh & Rabiei, 2020). Sin embargo, a pesar de su potencial, éstos productos son de
naturaleza biodegradable al exponerse a altas temperaturas, a humedad, al viento y a la luz solar
(Perumalsamy et al., 2015; Sokovic et al., 2010). Es por ello que se buscan sustancias que
prolonguen su modo de accion en campo. Un coadyuvante es una sustancia que puede mejorar
el modo de accion de los insecticidas de las siguientes maneras: aumenta la cobertura de
aplicacion, minimiza las perdidas por evaporacion, penetra eficazmente la cuticula de insectos
o0 plantas y rompe la tension superficial del agua (Horak et al., 2021; Zhang & Xiong, 2021).
Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto inhibidor de la oviposicion del
extracto de ajo mezclado con coadyuvantes sobre Plutella xylostella.
MATERIALES Y METODOS
Lugar del experimento

El trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Control Bioldgico e invernadero del Posgrado en
Fitosanidad del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo en Texcoco, Estado de México,
México.

Material vegetal
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Se utilizaron plantas de brécoli (Brassica oleracea var. italica) variedad Imperial de 50 a 60

dias de edad. Estas plantas fueron nutridas con una solucion universal de Steiner y se
mantuvieron en un invernadero de mediana tecnologiaa 27 + 3°Cy 70 + 5 % de HR.

Cria de Plutella xylostella
Se establecio una cria de P. xylostella con material de campo que se ha mantenido desde 2021
en el Colegio de Postgraduados. Las larvas se mantuvieron con una dieta natural a base de
plantas de brocoli y los adultos se mantuvieron con miel y agua. Las palomillas estuvieron
dentro de una jaula de tela de organza (30 x 60 x 30 cm) y las larvas estuvieron sobre plantas
de brécoli. Todo el conjunto se mantuvo en una camara bioclimaticaa 25 +3 °C, 75 +5 % HR
y un fotoperiodo de 12:12 h L:O.

Extracto de ajo y coadyuvantes
Se evaluaron productos estandarizados en los ensayos por lo que se utilizaron productos
comerciales. Se utilizd un extracto esencial de ajo [GarliMax (Plant Health Care México™)] y
cuatro coadyuvantes [Inex-A®, Sigma (Progranic®), Tural® y VegexFos (ldainature®)].

Inhibicién de la oviposiciéon
En este bioensayo se realizaron pruebas de opcion con la metodologia propuesta por Pehlevan
& Kovanci (2018) con algunas modificaciones. La arena experimental se constituyé de una
jaula de tela de organza (30 x 30 x 30 cm). Dentro de la jaula se colocaron dos hojas de brécoli
con el peciolo sumergido en agua para mantenerla la turgencia. Antes de introducir las hojas,
una se asperj6 con 30 mL de extracto+coadyuvante y la otra con 30 mL solo del coadyuvante.
Una vez preparadas las arenas se introdujo en cada jaula cinco hembras adultas de P. xylostella
de 3 a 7 dias de edad. La hoja asperjada con extracto+coadyuvante se considerd6 como
tratamiento y la hoja asperjada con coadyuvante se considerd testigo. Las palomillas se
mantuvieron durante 24 h en su respectiva arena, y todas las arenas estuvieron dentro de un
invernadero (27+3 °C y 705 % HR). La evaluacion se realizd 24 h después de instalar el
bioensayo y se contabiliz6 el nimero de huevos de cada hoja. Se tuvieron cuatro tratamientos
y cada uno se replicé diez veces (Tabla 1). EI nimero de huevos se transformo a porcentaje y
por ser una prueba de opcion los datos fueron analizados con una prueba de Chi Cuadrado en
RStudio.
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Tabla 1. Productos y dosis empleadas en el bioensayo de inhibicién de la oviposicion de

Plutella xylostella.

Dosis (mL) para 0.5 L de agua

Tratamientos Productos )
destilada

T1 GarliMax+Inex 1,8 mL + 0,5 mL
Testigo 1 Inex 0,5 mL

T2 GarliMax+Sigma 1,8mL+25mL
Testigo 2 Sigma 2,5mL

T3 GarliMax+Tural 1,8 mL + 2,5 mL
Testigo 3 Tural 2,5 mL

T4 GarliMax+VegexFos 1,8 mL +0,5 mL
Testigo 4 VegexFos 0,5 mL

RESULTADOS Y DISCUSION
El extracto de ajo en mezcla con cualquiera de los cuatro coadyuvantes inhibio la oviposicion
de adultos de P. xylostella. Inex-A (X? = 53,071; df = 9; P =< 0,0001); Sigma (X? =
87,964; df = 9; P =< 0,0001); Tural ( X2 = 33,502; df = 9; P = 0,0001092 );
VegexFos ( X? = 116,84; df = 9; P =< 0,0001). El rango de disminucion de la
oviposicion fue del 60 al 65 % (Figura 1). Estos resultados son semejantes a los reportados por
Sangha et al. (2018) quienes observaron una disminucion del 75.4 % de la oviposicion de P.
xylostella tras aplicar extracto de ajo sobre hojas de repollo (B. oleracea var. Capitata). Por otro
lado, Lo Pinto et al. (2022) reportaron una disminucion de la oviposicion del 58 y 90 % en Tuta
absoluta (Lepidoptera: Gelenchiidae) al aplicar extracto de ajo a concentraciones de 3000 y
6000 pL/mL en hojas de tomate. Estos resultados se deben a los compuestos azufrados del
extracto de ajo, debido a que afectan al comportamiento de varios ordenes de insectos, incluido
el Lepidoptera (Bedini et al., 2020). Se sugiere que este comportamiento se debe a las neuronas
sensoriales o aferentes, ya que son las encargadas de localizar pareja, alimento o sitios de
oviposicion (Masse et al., 2008). También se propone que estos efectos ocurren a causa del
disulfuro de dialilo y el trisulfuro de dialilo, dos compuestos mayormente presentes en el

extracto o aceite de ajo (Mann et al., 2011).
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Figura 1. Oviposicién de Plutella xylostella sobre hojas de brécoli asperjadas con la mezcla
del producto comercial de extracto de ajo con coadyuvante vs coadyuvante solo (testigo) (*=
diferencia estadistica; P=<0,0001).

En conclusion, las cuatro mezclas de extracto de ajo + coadyuvantes demostraron tener un
efecto repelente o inhibidor de la oviposicion de Plutella xylostella.
AGRADECIMIENTOS
Se agradece en particular al equipo de Control Bioldgico del Posgrado de Fitosanidad-
Entomologia y Acarologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, por brindar
apoyo técnico y logistico para el desarrollo de esta investigacion.
LITERATURA CITADA
Bedini S., Guarino S., Echeverria M.C., Flamini G., Ascrizzi R., Loni A. & Conti B. 2020.
Allium sativum, Rosmarinus officinalis, and Salvia officinalis essential oils: A spiced
shield against blowflies. Insects, 11(3): 143. https://doi.org/10.3390/insects11030143
Horak 1., Horn S. & Pieters, R. 2021. Agrochemicals in freshwater systems and their potential

as endocrine disrupting chemicals: A South African context. Environmental Pollution, 268:
115718. https://doi.org/10.1016/j.envpol.2020.115718
Juric I., Salzburger W. & Balmer O. 2017. Spread and global population structure of the

diamondback moth Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) and its larval parasitoids

Diadegma semiclausum and Diadegma fenestrale (Hymenoptera: Ichneumonidae) based

211


https://doi.org/10.3390/insects11030143
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2020.115718

on mtDNA. Bulletin of Entomological Research, 107(2): 155-164.
https://doi.org/10.1017/S0007485316000766

Kannan M., Lokesh S., Prithiva J. N. & Mohan M. 2017. Toxicity and sublethal effects of
Bacillus thuringiensis B. &-endotoxin CrylAb on the biological parameters of
diamondback moth, Plutella xylostella. Mysore Journal Agriculture Science, 51(A): 153-
158.

Karimzadeh J. & Rabiei A. (2020). Larvicidal and oviposition deterrent efects of the
jimsonweed (Datura stramonium L.) extracts on the diamondback moth, Plutella
xylostella (L.). Journal of Agricultural Science and Technology, 22(5): 1279-1293.

Lo Pinto M., Vella L. & Agro A. 2022. Oviposition deterrence and repellent activities of
selected essential oils against Tuta absoluta Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae):
laboratory and greenhouse investigations. International Journal of Tropical Insect Science,
42(5): 3455-3464. https://doi.org/10.1007/s42690-022-00867-7

Mann R. S., Rouseff R. L., Smoot J. M., Castle W. S. & Stelinski L. L. 2011. Sulfur volatiles

from Allium spp. affect Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:

Psyllidae), response to citrus volatiles. Bulletin of Entomological Research, 101(1): 89-97.
https://doi.org/10.1017/S0007485310000222

Masse N. Y., Turner G. C., & Jefferis G. S. 2009. Olfactory information processing in
Drosophila. Current Biology, 19(16): R700-R713.
https://doi.org/10.1016/j.cub.2009.06.026

Mota-Sanchéz, D. & Wise, J. C. 2024. Arthropod Pesticide Recistance Database. Universidad
de Michigan. Recuperado el 17 de  julio del 2024 de:

https://www.pesticideresistance.org/search.php

Pehlevan B. & Kovanci O. B. 2018. Laboratory assay of toxicity and oviposition deterrence of
selected vegetable seed oils against Cacopsylla pyricola (Homoptera: Psyllidae). Journal
of Entomological Science, 53(2): 192-204. https://doi.org/10.18474/JES17-48.1

Perumalsamy H., Jang M. J., Kim J. R., Kadarkarai M. & Ahn, Y. J. 2015. Larvicidal activity

and possible mode of action of four flavonoids and two fatty acids identified in Millettia

pinnata seed toward three mosquito species. Parasites & Vectors 8:237-244.
https://doi.org/10.1186/s13071-015-0848-8

Sangha J. S., Astatkie T. & Cutler G. C. 2017. Ovicidal, larvicidal, and behavioural effects of
some plant essential oils on diamondback moth (Lepidoptera: Plutellidae). The Canadian
Entomologist, 149(5): 639-648. https://doi.org/10.4039/tce.2017.13

212


https://doi.org/10.1017/S0007485316000766
https://doi.org/10.1007/s42690-022-00867-7
https://doi.org/10.1017/S0007485310000222
https://doi.org/10.1016/j.cub.2009.06.026
https://www.pesticideresistance.org/search.php
https://doi.org/10.18474/JES17-48.1
https://doi.org/10.1186/s13071-015-0848-8
https://doi.org/10.4039/tce.2017.13

Sokovi¢ M., Glamo¢lija J., Marin P. D., Brki¢ D. & Van Griensven L.J. 2010. Antibacterial

effects of the essential oils of commonly consumed medicinal herbs using an in vitro model.
Molecules, 15(11): 7532-7546. https://doi.org/10.3390/molecules15117532
Zhang X., & Xiong L. 2021. Effect of adjuvants on the spray droplet size of pesticide dilute

emulsion. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 619:
126557. https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2021.126557

213


https://doi.org/10.3390/molecules15117532
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2021.126557

MORTALIDAD OCASIONADA EN Brevipalpus yothersi POR
PRODUCTOS COMERCIALES A BASE DE EXTRACTOS
NATURALES

Alexis Guzman-Kantun'”, Ma. Teresa Santillin-Galicia', Ariel Wilbert Guzman-Franco' y René
Goémez-Mercado'

Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, km 36.5 Carretera México-Texcoco, Montecillo, Texcoco,
Edo. México, C. P. 56230, México.
*Correspondencia: alexisguzmankantun@gmail.com

INTRODUCCION

La citricultura es de suma importancia para el sector agricola mexicano, el consumo
es interno, pero también hay exportaciones a otros paises (SIAP, 2020). Durante la temporada
2021-2022, México se promedidé como el segundo productor mundial de limones y limas,
cuarto lugar en naranjas y tercero en toronjas (FAO, 2023). Sin embargo, una de las
problematicas a la que se enfrenta esta actividad econdmica es la presencia de la leprosis de
los citricos, ocasionada por el agente causal Citrus leprosis virus (CiLV), y es considerada
como la enfermedad viral mas importante en citricos (SENASICA, 2019). LA enfermedad
se clasifica como citoplasmdtica o nuclear, dependiendo de donde se replique el virus
(Rodrigues et al., 2003). El acaro Brevipalpus yothersi es el vector de la leprosis de los
citricos tipo citoplasmatica (CiLV-C), asi como el mas frecuente en las principales areas
productoras de citricos de México (Beltran-Beltran et al., 2020; Salinas-Vargas et al., 2016).
Aunque genera dafios foliares por su alimentacion, los dafios indirectos como vector del virus
son los que mas impacto econémico generan por los danos ocasionados a hojas, ramas y
frutos de naranja y mandarina.

La presencia del virus reduce significativamente la produccion y la vida util del
citrico, para combatir a B. yothersi se realiza la aplicacion de productos quimicos; sin
embargo, se ha reportado la reduccion de la eficacia de los acaricidas para su control (Della-
Vechia et al., 2019). La prevencion de la leprosis se basa en el control del 4caro vector, se ha
centrado en la utilizacion de quimicos, a pesar de esto se han mostrado ineficiente en el
control de B. yothersi (Della-Vechia et al,, 2021). Se propone optar por otros productos
alternativos para su control, con la intencion de evitar la propagacion del virus de la leprosis
en las principales zonas productoras de citricos y evadir la resistencia a los insecticidas
(Rocha et al, 2021). El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto acaricida de
productos comerciales formulados con extractos vegetales como Organ Oil Plus®, Bio Capsi
Xtra® y Bio Piretrin Plus® en el control de B. yothersi, bajo condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

El sitio experimental fue el Colegio de Postgraduados, Montecillo, Texcoco, Estado
de México. Los acaros fueron proporcionados por el Colegio de Postgraduados, los
tratamientos fueron extractos naturales de productos comerciales en las presentaciones Organ
Oil Plus®, Bio Capsi Xtra® y Bio Piretrin Plus®. La unidad experimental consistié en una
caja Petri de plastico de 60 mm de didmetro con un orificio de 30 mm de didmetro cubierto

214



de malla de serigrafia para permitir la aireacion (Vazquez-Benito ef al., 2022). En la base se
colocd una toallita de algodon himeda de 58 mm de didmetro y encima de ésta se coloco un
disco de hoja de naranja de 30 mm de diametro con el envés hacia arriba, a la cual se le puso
en el raquis central, una franja de 10 mm de ancho y 20 mm de una mezcla de arena, yeso y
harina (1:1:1).

Las aplicaciones se hicieron en todos los estados de desarrollo de B. yothersi de
acuerdo con el siguiente orden: huevo, ninfa y adulto, los cuales se colocaron de 10 en 10,
en cada unidad experimental. Los productos comerciales se aplicaron de manera individual
con tres repeticiones en cada tratamiento y usando de testigo un coadyuvante con agua
destilada. La aspersion de los tratamientos se realizd con torre de pulverizacion. Los
individuos de cada tratamiento y repeticion se pasaron con un pincel fino a las unidades
experimentales previamente preparadas con la mezcla de harina. Todo el experimento se
mantuvo a temperatura de 25 + 1 °C, 60 £ 5% HR y L12:012 de fotoperiodo (Salinas-Vargas
et al., 2016). La mortalidad fue revisada cada 24 h durante siete dias en todos los estados de
desarrollo y en los huevos hasta la eclosion del ultimo huevo del testigo.

Se utilizé un disefio completamente al azar y los datos fueron analizados mediante
regresion logistica usando una estructura factorial jerarquica. Primero, el tratamiento testigo
se compar6 con todos los tratamientos y posteriormente, se compararon inicamente entre los
tratamientos (productos) en los diferentes estados de desarrollo; todos los analisis fueron
realizados por el programa GenStat V8 (Payne et al., 2005).

Cuadro 1. Tratamientos evaluados y dosis.

Tratamientos Compuesto Dosis
T1: Organ Oil Plus® Sales potasicas
Girasol
Orégano 5000 ppm
Ajo
T2: Bio Capsi Xtra® Derivado de aceites
Chile
Canela 5000 ppm
Ricino
Ajo
T3: Bio Piretrin® Crisantemo 5000 ppm
Neem
Testigo: AD3000® Polidimetilsiloxano
Surfactante no 5000 ppm
i6nico

RESULTADOS Y DISCUSION

En los huevos se observa una diferencia significativa entre el testigo y los
tratamientos (Fi13=13.92, P<0.003), donde la mayor mortalidad fue observada en los
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productos evaluados. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los mismos
tratamientos (F»32 =0.29, P< 0.754), aunque la proporcion de mortalidad en todos los
tratamientos fue de un 90% aproximadamente (Figura 1).
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Figura 1. Proporcion de mortalidad de huevos de B. yothersi ocasionadas por productos
formulados con extractos vegetales. Las barras de error representan el error estandar de la
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En el estadio de ninfa, los resultados fueron similares, donde se encontrd una
diferencia significativa entre el testigo y los tratamientos (F 131 = 40.24, P< 0.001), pero sin
diferencia significativa entre los tratamientos (F 231 = 0.07, P< 0.932), con una proporcion
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de mortalidad de hasta 80% (Figura 2).
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Figura 2. Proporcion de mortalidad de ninfas de B. yothersi ocasionadas por
productos formulados con extractos vegetales. Las barras de error representan el error
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estandar de la media.

En el caso del estado adulto, se encontraron diferencias significativas entre las
mortalidades del testigo y los productos evaluados (F 1,12 = 13.92, P< 0.003), donde la mayor
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mortalidad de adultos se encontrd en los productos evaluados comparados con el testigo. A
pesar de ello, no hubo diferencias significativas entre los productos evaluados (F2, 12 = 0.29,
P = 0.754); sin embrago, se observa una mortalidad entre los tratamientos del 70%
aproximadamente (Figura 3).
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Figura 3. Proporcion de mortalidad de adultos de B. yothersi ocasionadas por productos
formulados con extractos vegetales. Las barras de error representan el error estandar de la
media.

Los productos utilizados Organ Oil Plus®, Bio Capsi Xtra® y Bio Piretrin Plus®
causaron mortalidad en todos los estados de desarrollo en los que se aplicaron, generando
mortalidades superiores al 50% en todos los estadios de desarrollo, Carrillo-Rodriguez et al.
(2009) reporta resultados similares en sus ensayos a base de extractos botanicos, destacando
el uso de Azadirachta indica y Ricino Comunista sobre Tetranychus urticae. Aunque los
porcentajes de mortalidad fueron diferentes en cada uno de ellos, el mayor fue observada en
huevo (87 a 90%) y el menor en adultos (57 a 72%). El resultado del producto Bio Piretrin®
(A. indica y Chrysanthemun cinerareaefolium) en adultos, es de manera semejante al caso
que obtiene Calvo (2015) en su experimento, alcanzando una mortalidad similar de 70% en
la aplicacion de A. indica en dosis de 500 ppm sobre hembras adultas de 7. urticae en rosal.

Los extractos naturales utilizados para el control de acaros Lemus-Soriano et al.,
(2016) reportaron una buena efectividad de productos biorracionales contra Acalitus sp.. en
cultivo de zarzamora en condiciones de campo, destacando la utilizacion del producto Organ
Oil Plus ® en combinacion de Neem Higuer® y Bio Plague®. Por otro lado, Bhullar et al.,
(2024) realizaron la aplicacion de extracto de Neem junto a antocoridos para el control de
Polyphagotarsonemus latus y plantea la posibilidad de incorporar los productos
biorracionales en manejo integrado en cultivos.

La mayor susceptibilidad en estados inmaduros, se puede deber por no contar con un
desarrollo completo, los diferentes metabolitos secundarios en los extractos y los diferentes
mecanismos de accion de estos mismos, ya que generan la inhibicion de la alimentacion,
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sintesis de quitina, modifica el comportamiento, inhibicién del crecimiento, desarrollo,
reproduccion y mortalidad, entre otros (Ascher, 1993). el hecho de afectar mas a huevos que
a los otros estados de desarrollo, podria resultar positivo desde un punto de vista de manejo
integrado de plagas, puesto que el causar mortalidad en huevos, se evitaria la presencia de
futuras ninfas y adultos, que son los responsables de la trasmision de CilV-C (Tassi et al.,
2017). Con base en los resultados obtenidos, concluimos que los extractos de los productos
Organ Oil Plus®, Bio Capsi Xtra® y Bio Piretrin Plus® causan mortalidad en Brevipalpus
yothersi en todos sus estados de desarrollo; sin embargo, el estado mas susceptible es el huevo
seguido de las ninfas y finalmente el adulto.
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