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HISTOLOGIA DEL DANO CAUSADO POR ESCAMAS ARMADAS (HEMIPTERA:
DIASPIDIDAE) EN FRUTO Y TALLO DE AGUACATE ‘HASS’

Rubén Hernandez Rivero, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2013.

RESUMEN.

El objetivo de esta investigacion fue determinar si las especies de escamas
armadas presentes en frutos y ramas de aguacate ‘Hass’ causan alteraciones
histologicas en estos 6érganos. Se colectaron frutos en madurez fisiologica y ramas
jévenes con y sin presencia de escamas armadas en cinco huertas comerciales
ubicadas en Michoacédn, México. Se realizaron cortes histolégicos para observar los
cambios a nivel celular como respuesta a la presencia de la escama. Del material
colectado se identificaron tres especies de escamas armadas: Hemiberlesia lataniae,
Hemiberlesia diffinis y Abgrallaspis aguacatae. Estas escamas no provocaron cambios
macroscopicos ni anatomicos en los tejidos de ramas y frutos, pero como respuesta a la
presencia y al proceso de alimentacion de estas especies, se detectd6 acumulacion
significativa (P< 0.0001) de compuestos de naturaleza fendlica en las paredes celulares,
en el interior de las células de peridermis y corteza, en las paredes y el citoplasma de los
tejidos epidérmico y parenquimatoso del exocarpio y en los sitios correspondientes al
area en donde se localizdé el insecto. En rama, los estiletes de las escamas se
detectaron a nivel de corteza, y en los frutos la mayoria de éstos se localizaron a nivel
de las células del exocarpio. Aparentemente la penetracion del aparato bucal de las
escamas en los tejidos del aguacate fue intracelular y no se observé asociacion de los
estiletes con el tejido vascular.

Palabras clave: Hemiberlesia lataniae, Hemiberlesia diffinis, Abgrallaspis aguacatae,

compuestos de naturaleza fendlica, plantaciones de aguacate, plaga.



HISTOLOGY OF THE DAMAGE CAUSED BY ARMORED SCALES (HEMIPTERA:
DIASPIDIDAE) ON FRUIT AND STEM OF AVOCADO ‘HASS’

Rubén Hernandez Rivero, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2013.

ABSTRACT

The objective of the present research was determine if species of scales armoured
present on fruits and branches of 'Hass' avocado cause histological alterations. Fruits at
physiological maturity and young branches with and without the presence of armoured
scales were collected in five commercial orchards of Michoacan, México. Histology cuts
were made to observe changes at the cell level in response to the presence of the scale.
From the collected material, three species of armored scales were identified:
Hemiberlesia lataniae, Hemiberlesia diffinis and Abgrallaspis aguacatae. There were no
macroscopic changes, either anatomical at the tissues of branches and fruits of
avocado, but in response to the presence and to the feeding process of these armored
scales, significant accumulation (P< 0.0001) of compounds of phenolic nature was
detected on the walls cellular, inside the cells of the epiderm and cortex, wall and
cytoplasm of epidermal tissue and parenchymal of the exocarp and corresponding sites
in the area where the armored scale were found. The stylets of the scales in branches,
were detected at the level of cortex, while in the fruits were located at the level of
exocarp cells. Apparently the mouth parts penetrate avocado tissue intracellularly and

there was no observed association of the stylets with avocado vascular tissue.

Key words: Key words: Hemiberlesia lataniae, Hemiberlesia diffinis, Abgrallaspis

aguacatae, compounds of phenolic nature, avocado orchards, pest.
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I. INTRODUCCION

El aguacate (Persea americana Mill.) es originario de Mesoamérica. Después del
descubrimiento de América el fruto se dispersé a diversas partes del mundo donde
actualmente también es cultivado (Vallejo, 2011). La importancia de este cultivo en el
mercado internacional ha crecido sostenidamente al incorporarse en la dieta de
muchos paises debido a su delicado sabor y alto valor nutricional (Gutiérrez et al.,
2010).

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion, 3.8 millones de toneladas métricas de aguacate fueron producidas
mundialmente en 2010 (FAO, 2012). El 29% de esta produccion le correspondié a
México, principal productor, exportador (40%) y mayor consumidor per capita de frutos
de aguacate (10 kg/persona) en el mundo (SE, 2012). En México, la produccion de este
cultivo se lleva a cabo en 28 entidades federativas, de las cuales Michoacan destaca
por ser el estado con mayor produccién, aportando el 86% de la produccion nacional, y
es el de mayor superficie sembrada y cosechada (Gutiérrez et al., 2010; SE, 2012). El
aguacate ‘Hass’ es el cultivar que mas se produce y el Unico que se exporta, se cultivan
aproximadamente 110 mil hectareas con una produccion de 950 mil toneladas anuales.
En 2010, México exportd 368 mil toneladas (98.9% de la produccién) a Estados Unidos,
Japon, Canada, Costa Rica, El Salvador, Honduras, Guatemala y Francia con valor de
672 millones de doélares (Gutiérrez et al., 2010; INEGI, 2010; SE, 2012), por lo que este
fruto representa una de las principales fuentes de divisas para el sector agricola del
pais (SE, 2012).

El panorama para la exportacion del aguacate en el mercado extranjero es
alentador; sin embargo, en el sistema productivo del aguacate la presencia de plagas
insectiles y enfermedades, afectan la productividad y el rendimiento del cultivo,
limitando en algunos casos el comercio internacional debido a los riesgos fitosanitarios

gue representan y a la exigencia de productos de mejor calidad en los mercados.



Recientemente, en Estados Unidos de América, se reportd la presencia de
ciertas especies de escamas armadas en frutos de aguacate ‘Hass’ provenientes de
Michoacan, México, de las cuales algunas no estan reportadas para ese pais (Morse et
al., 2009).

Las escamas armadas pertenecen a la familia Diaspididae y constituyen el grupo
mas numeroso de la superfamilia Coccoidea con alrededor de 400 géneros y 2,650
especies, de las cuales cerca de 200 son consideradas plagas de importancia
economica (Miller y Davidson, 1990; Moran y Goolsby, 2010). La mayoria de las
especies de este insecto son polifagas y cosmopolitas. Su presencia y severidad varia
en funcién del pais productor y algunas especies son endémicas de una determinada
region geografica (Kondo y mufioz, 2009). A nivel mundial se reportan asociadas al
cultivo de aguacate a 53 especies de este insecto pertenecientes a 29 géneros, pero
pocas son de interés cuarentenario (Evans et al., 2009; Kondo y Mufioz, 2009). En
México, particularmente en Michoacan, se han detectado nueve especies de escamas
armadas, de las cuales Hemiberlesia lataniae (Signoret) y Abgrallaspis aguacatae
(Evans, Watson y Miller) fueron las de mayor distribucién en el estado, siendo A.

aguacatae probablemente endémica de Michoacan (Lazaro-Castellanos et al., 2011).

Con sus largos y finos estiletes adaptados para perforar los tejidos celulares y
succionar sus fluidos nutritivos (Foldi, 1997), las escamas armadas dafian por puncion
las células del mesdfilo y algunas veces los tejidos vasculares de hojas, tallos y frutos,
afectando el crecimiento y en ocasiones (altas infestaciones) provocando la muerte de
los tejidos de la planta (McClure, 1990). Estos insectos se establecen en zonas de dificil
acceso como es el peduanculo del fruto de aguacate, lo que dificulta su remocién en
linea de empaque, causando un incremento en el costo del proceso porque obliga a su

remocion manual.

En México, el interés en la presencia de estos insectos se ha ido incrementando
por ser una plaga ampliamente distribuida en la region productora de aguacate. Sin

embargo, a la fecha se desconoce el efecto de su establecimiento y alimentacion en



ramas y frutos. Ademas, existe escasa informacion acerca de la variabilidad en la
susceptibilidad y en los mecanismos de defensa utilizados por el tejido vegetal ante el
ataque de la escama armada (Miller y Davidson, 2005). En este sentido, la histologia es
una de las herramientas para el diagnostico e identificacion y habitos de algunos
fitopatdogenos, que provee informacion de la interaccion planta-patdgeno, permitiendo
conocer los mecanismos estructurales de defensa que tiene la planta para contrarrestar
el ataque del patdgeno. Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacion, fue
determinar si las especies de escamas armadas presentes en frutos y ramas de
aguacate ‘Hass’ causan alteraciones a nivel histolégico y sus implicaciones en los frutos

y ramas.

II. OBJETIVOS.

2.1. Objetivo General:

» Determinar si las especies de escamas armadas presentes en frutos y ramas de

aguacate ‘Hass’ causan alteraciones a nivel histolégico.

2.2 Objetivos Particulares:

» ldentificar las especies de escamas armadas presentes en frutos y ramas de

aguacate ‘Hass'.

» Determinar el nivel de dafio causado por las escamas armadas en ramas y frutos

de aguacate ‘Hass’.



lI.LREVISION DE LITERATURA

3.1 Origen y distribucién del cultivo de aguacate

El aguacate (Persea americana Mill) es originario de Mesoamérica. Existe
evidencia de su seleccion y consumo en México desde hace aproximadamente 10,000
afios (Sanchez et al., 2001). México fue el centro de expansion de este cultivo y tal vez
con el intercambio comercial entre las civilizaciones nativas, se distribuyé y adapté a
Centro América y se extendio hasta Colombia, Venezuela, Ecuador y Peru, en donde
fue encontrado y descrito por los conquistadores espafioles, quienes lo difundieron a
otros paises de América y Europa (Téliz y Marroquin, 2007). En la actualidad el

aguacate esta presente en los cinco continentes del planeta (Vallejo, 2011).

3.2 Descripcion del cultivo

El aguacate pertenece a la familia Lauraceae y al género Persea, del cual
actualmente existen registradas alrededor de 85 especies (Barrientos et al., 2007). El
arbol es frondoso, de hoja perenne y con muchas ramificaciones. Sus hojas tienen
forma variable, son de color verde oscuro, coriaceas, pecioladas, alternas y provistas de
células oleiferas (Crane et al., 2005; Financiera Rural, 2009). Sus flores son perfectas
en racimos sub-terminales que abren primero como femeninas y posteriormente como
masculinas evitando asi la autofecundacion. Cada arbol puede llegar a producir un
millén de flores pero sélo el 0.1% de éstas se transforma en fruto. El fruto es una baya
con una semilla oval rodeada por pulpa oleosa, de superficie lisa o rugosa, tiene un
rango de peso bastante amplio que en las variedades comerciales oscila entre los 120 g
y los 2.5 kg, es muy rico en proteinas y en grasas, con un contenido de aceite del 10 al
20 % (SIAP, 2009; SE, 2012).

Este cultivo es sensible al frio y humedad, los suelos mas recomendados para su
cultivo son los de textura ligera, profundos, bien drenados con un pH neutro o
ligeramente acido (5.5 a 7), pero puede cultivarse en suelos arcillosos o franco
arcillosos siempre que exista un buen drenaje (Financiera Rural, 2009; SE, 2012).

Necesita precipitacion pluvial de 1200 a 2000 mm anuales y humedad relativa de 60%
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(ANACAFE, 2004). En plantas jovenes la propagacion es por injerto, debido a que la
mayoria de las variedades no reproducen las caracteristicas de la planta madre cuando

se propagan por semilla (Crane et al., 2005).

3.3 Razas y cultivares

Existen tres razas de aguacate: Mexicana, Guatemalteca y Antillana. Su
clasificacion botanica ha sido variada, aunque actualmente se les considera dentro de
la especie P. americana Mill. La raza mexicana tiene como principal caracteristica la
resistencia al frio, alto contenido de aceite y el olor a anis de sus hojas (Barrientos-
Priego et al.,, 2007). La raza Guatemalteca presenta una cascara bastante gruesa,
protegiendo al fruto del dafio mecanico; sin embargo, es dificil saber mediante el tacto
si los frutos ya estdn en madurez de consumo. La raza Antillana se adapta a clima
tropical y como portainjerto es més tolerante a la salinidad, ademas el periodo de
floracion a fructificacion es bastante corto (Barrientos-Priego et al., 2007).

De acuerdo a su adaptacion al ambiente, las variedades se dividen a su vez en
subtropicales y tropicales. En el primer grupo se encuentran las variedades Hass,
Fuerte, Bacon, Colin V-33, Reed, Pinkerton, Whitsell, Gwen y LambHass. Dentro de los
tropicales se tienen Boot 8, Choquette y Lula (Barrientos-Priego et al., 2007). En México
y California (EUA), el principal cultivar establecido fue Hass, originado en La Habra,
Heights California, EUA, y desarrollado por Rudolph G. Hass. De progenitores
desconocidos (mas cercano a guatemalteco), se piensa que proviene del antiguo
cultivar Lyon. El fruto presenta una pulpa cremosa de sabor excelente, sin fibra, con un
contenido de aceite del 23.7%; cascara algo coriacea, rugosa, de color purpura obscuro
al madurar, semilla pequefia y adherida a la cavidad; puede mantenerse en el arbol por
algunos meses después de su madurez fisiolégica (Barrientos-Priego et al., 2007).

3.4 Importancia del cultivo

Actualmente el aguacate se cultiva en 60 paises, de los cuales México es el

principal productor (29 %), exportador (40 %) y el de mayor consumo per capita (10 kg)



en el mundo (Gutiérrez et al., 2010; SE, 2012). En 2010, las importaciones a nivel
mundial del fruto se concentraron en Estados Unidos (47.1 %), Francia (12.8 %), Japon
(6.1 %) y Canada (4.9 %) (SE, 2012), por lo que las perspectivas del aumento en su
consumo son amplias, debido al alto valor nutricional y a los beneficios que aporta su
ingesta en la salud humana por los aceites insaturados que contiene (Gutiérrez et al.,
2010).

Para 2010, en Meéxico habia 134,322 ha cultivadas con aguacate con una
produccion de 1, 107,140 toneladas (SIACON, 2011). Durante el mismo afio, se
exportaron 368 mil toneladas principalmente a Estados Unidos (73.3 %), Japén (11.0
%), Canada (6.8 %), Costa Rica (2.1 %) El Salvador (2.1 %), Honduras (1.5 %),
Guatemala (1.1 %) y Francia (1.0 %), que sumaron el 98.9 % de las exportaciones, con
valor de 672 millones de ddlares (INEGI, 2010; SE; 2012).

De esta manera, el cultivo y comercializaciéon del aguacate contribuyen en el
crecimiento econdémico del sector agricola del pais generando 47 mil empleos directos y
70 mil estacionales, equivalentes a 10.5 millones de jornales anuales, y 187 mil
empleos indirectos, para un total de 304 mil empleos (INIFAP, 2009).

La produccién nacional de aguacate se lleva a cabo en 28 entidades federativas,
de las cuales Michoacan destaca por ser el principal productor y el de mayor superficie
sembrada y cosechada (Cuadro 1) (SE, 2012).0Otras entidades federativas que también
participan en la produccion de este cultivo son Jalisco (2.7 %), Morelos (2.4 %), Nayarit
(2.3 %), Estado de México (1.9 %), Guerrero (1.1 %) y Yucatan (0.9 %), estas siete
entidades en conjunto aportaron el 97.3 % de la produccion nacional en 2010
(Cuadro 1).



Cuadro 1. Produccion de aguacate (Persea americana Mill) en México en 2010.

Estado Sup. Sup. Produccion % % Prod.
Sembrada Cosechada (Ton) Produccion  Acumulado
(Ha) (Ha)

Michoacan 107,058 103,303 950,942 85.9 85.9%
Jalisco 8,468 4,226 29,987 2.7 88.6%
Morelos 3,348 2,999 26,860 2.4 91.0%
Nayarit 2,708 2,696 25,843 2.3 93.4%
México 3,615 2,156 21,328 1.9 95.3%
Guerrero 2,391 1,896 12,334 1.1 96.4%
Yucatan 489 467 10,418 0.9 97.3%
Resto 6,246 5,650 29,423 2.7 100.0%
Total 134,322 123,393 1,107,135 100 %

Fuente: (Secretaria de Economia, 2012 con datos del SIAP — SAGARPA, 2010).

3.4.1 Produccién de Aguacate en Michoacéan

El aguacate se cultiva en 32 municipios del estado de Michoacan, pero solo 11
son los mas relevantes y conforman la llamada “franja aguacatera”, en donde se
concentra el 94% de la superficie cosechada (Echanove, 2008). Dicha franja abarca
7,752 kilometros cuadrados y forma parte del eje neo-volcanico mexicano, se localiza
en la porcién central del estado y tiene una extension en produccion de 96,764
hectareas (INIFAP, 2009). En esta franja existen 11 microclimas que permiten la
cosecha de aguacate durante todo el afio, aunque la temporada de mayor produccion

va de octubre a enero (Echanove, 2008).

En Michoacan, este cultivo tiene gran importancia socioecondémica, por el
beneficio que genera a los participantes de la cadena productiva. En este estado, la
produccion y comercializacion de aguacate ‘Hass’ constituye la principal actividad
econdémica, generando una derrama econémica de 750 millones de pesos al afio, mas
de 40 mil empleos permanentes, 60 mil empleos estacionales por actividades

indirectas, y un total de 9 millones de jornales al afio (APROAM, 2007).



3.5 Descripcion anatdmica del fruto y rama
3.5.1 Fruto

El fruto de aguacate estad formado por el pericarpio, el cual consiste de tres
capas: el exocarpio (cascara), el mesocarpio (porcion comestible de la fruta), y el

endocarpio (una capa interna delgada junto a la semilla) (Barrientos-Priego et al., 1996).

El exocarpio, que puede ser rugoso e irregular (Barrientos-Priego et al., 1996),
estd compuesto por una capa externa de cutina y cera que cubre completamente al
fruto, posee una epidermis uniestratificada con paredes celul@sicas cutinizadas,

interrumpida por lenticelas o estomas (frutos jovenes) (Schroeder, 1950).

Adyacentemente se localiza una hipodermis y varias capas de tejido
parenquimatoso, cuyas células son isodiamétricas, de pared delgada, y ricas en
cloroplastos, aceite y taninos (Cummings y Schroeder, 1942). Hacia la region mas
interna de este tejido parenquimatoso y limitando al exocarpio en su superficie mas
interna, puede haber grupos de células pétreas (esclerénquima) (Roth, 1977; Zamora et
al., 2001).

El mesocarpio posee una estructura celular uniforme, esta compuesto de células
parenquimatosas de pared delgada, que contienen aceite y en ocasiones cristales de
oxalato y almidén. Ademas, cuenta con un sistema vascular que forma una red a traves
de este tejido (Cummings y Schroeder, 1942; Led6n, 1987). El endocarpio consiste en
una capa fragil de células pequefias y aplanadas adheridas a la cubierta seminal
(Cummings y Schroeder, 1942; Leon, 1987).

La semilla esta compuesta por la cubierta seminal, embrién con cotiledones
pulposos y un endospermo que cubre al embrién en etapas tempranas de desarrollo, y
gue desaparece aproximadamente a los tres meses del amarre del fruto (Cummings y
Schroeder, 1942; Leon, 1987).



3.5.2 Rama

La rama de aguacate tiene una peridermis que brinda proteccion al tallo cuando
la epidermis se va perdiendo durante el crecimiento secundario. La peridermis esta
formada por tres capas: félogeno, felodermis y corcho (Esau, 1977). Después de la
peridermis se encuentra la corteza, compuesta principalmente de elementos
parenquimatosos pequefios Yy diferenciados, y usualmente con cloroplastos.
Posteriormente se localiza el tejido vascular y la médula conformada por células de

paréngquima mas grandes y de paredes delgadas (Esau, 1977).

El xilema y el floema estan separados por una capa de células meristematicas
(cambium vascular). El crecimiento secundario del tallo tiene lugar en el cambium,
dando origen a floema secundario y células parenquimaticas hacia el exterior y xilema

secundario y radios vasculares en el interior (Esau, 1977).

El xilema es el tejido mas importante en el transporte de agua (Devlin, 1982) esta
compuesto principalmente de células conductoras muertas, de pared gruesa, ya sean
vasos o traqueidas, a través de los cuales se realiza el transporte de agua (Devlin,
1982). También se encuentran en el tejido xilematico fibras de xilema (parecidas a las
traqueidas pero con extremos mas largos y estrechos) y cordones o laminas de células

parenquimatosas (Bidwell, 1979).

El floema es un tejido mucho mas complejo que el xilema (Bidwell, 1979), esta
conformado principalmente por células cribosas de pared delgada que cuando maduran
pierden el nucleo, y cuentan con placas terminales a manera de cribas. Las células
cribosas se unen, extremo con extremo para formar los tubos cribosos. El parénquima
floematico y las células acompafantes se encuentran yuxtapuestas a las células de los
tubos cribosos (Esau, 1977; Bidwell, 1979).



3.6 Problemas fitosanitarios del aguacate

Los problemas fitosanitarios asociados al cultivo de aguacate pueden ser
ocasionados por plagas cuarentenarias, plagas de importancia econémica y plagas
secundarias (Lazaro-Castellanos, 2011). Las plagas cuarentenarias limitan la
movilizacion y comercializacion del fruto, y se distribuyen en zonas especificas que
favorecen su desarrollo. Mientras que las plagas de importancia economica, se
localizan en todas las zonas aguacateras y disminuyen la calidad del fruto causando
pérdidas econdémicas (CESAVEM, 2010). Las plagas secundarias son ocasionales o se
presentan a niveles poblacionales bajos y no son sujetas de medidas de control,

aunque pueden reducir el vigor y afectar la produccién (Gonzélez et al., 2000).

Dentro de las plagas cuarentenarias se incluye a los barrenadores pequefios de
la semilla de aguacate (Conotrachelus perseae y Conotrachelus aguacatae), barrenador
de ramas (Copturus aguacatae), barrenador grande del hueso (Helipus lauri) y la
palomilla barrenadora del hueso (Stenoma catenifer), estas plagas mantienen al cultivo
regulado y su comercializacion nacional e internacional esta condicionada al
cumplimiento de las normas oficiales fitosanitarias como la NOM-066-FITO-2002 vy
NOM-069-FITO-1995 (Gonzalez et al., 2000; Vallejo, 2011). Las plagas de importancia
econdémica incluyen a los trips (Thripidae), acaros (Oligonychus punicae y O. perseae),

y la agalla de la hoja (Trioza anceps) (Gonzalez et al., 2000).

Las plagas secundarias incluyen a lepidépteros defoliadores como el gusano
verde o quemador (Copaxa multifenestrata), gusano perro (Papilio garamas), gusano
confeti o perforador de la hoja de aguacate (Pyrrohopyge chalybea), escamas armadas
(Diaspididae), escamas blandas (Coccidae), piojos harinosos (Pseudococcidae),
periquito del aguacate (Metcalfiella monogramma) y mosquitas blancas (Aleyrodidae).
La mayoria de estas plagas, regularmente no requieren de alguna actividad de manejo
debido a que sus niveles poblaciones son bajos y se presentan a niveles
subecondmicos (Equihua Martinez et al., 2007). Sin embargo, en los ultimos afios el
interés en la presencia de escamas armadas en frutos de aguacate ‘Hass’ mexicano, se

ha incrementado debido al riesgo potencial, pero no justificado, que representa el
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establecimiento de ciertas especies de escamas armadas en los aguacates de
California debido a la entrada del aguacate mexicano al mercado de Estados Unidos,

principal socio comercial.

3.7 Generalidades de las escamas armadas

Las escamas armadas pertenecen a la familia Diaspididae y constituyen el grupo
mas numeroso de la superfamilia Coccoidea con alrededor de 400 géneros y 2,650
especies, de las cuales cerca de 200 son consideradas plagas de importancia
econdémica (Miller y Davidson, 1990; Moran y Goolsby, 2010). La mayoria de las
especies de este insecto son polifagas y cosmopolitas. Su presencia y severidad varia
entre cada pais productor y algunas especies son endémicas de una determinada
region geogréfica (Kondo y Mufioz, 2009).

3.7.1 Morfologia

Las escamas armadas son insectos muy pequefios (menos de 5 mm de
longitud), de forma redondeada, ovalada o alargada que, se caracterizan por presentar
un caparazén ceroso de color variable que recubre su cuerpo. Esta estructura actia
como cubierta protectora contra las condiciones fisicas y quimicas del ambiente (Kondo
y Mufoz, 2009). Dicha cubierta no es parte integral de su cuerpo y durante el
transcurso de su vida se alimentan debajo de ésta (Watson, 2005). Sobre la cubierta
permanecen adheridas las exuvias de los instares anteriores (Ferris, 1942), y puede ser
removida para mostrar el cuerpo de la escama (Watson, 2005).

Esta cubierta normalmente se caracteriza por poseer una ligera protuberancia y
anillos concéntricos. La cubierta de la hembra puede ser de forma redondeada u
ovalada, siendo mas grande que la de los machos, los cuales desarrollan una cubierta
alargada y pequeia (Figura 1), de la cual emerge un individuo alado (a veces con alas
reducidas) con las piezas bucales no funcionales (Watson, 2005; Kondo et al., 2008).
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Figura 1. Cubierta de Abgrallaspis aguacatae. Hembra adulta (A). Pupa macho (B).

(Fotografias: MC. Jorge Valdez Carrasco).

La taxonomia de estos insectos se basa principalmente en las caracteristicas
cuticulares de la hembra adulta (Kondo et al., 2008). La cabeza y los siguientes dos
segmentos del térax se fusionan formando el prosoma, el cual comprende una gran
parte del cuerpo y estd separado del metatérax por una constriccion. El metatérax es
muy similar al primer segmento abdominal y ambos forman el llamado postsoma.
Generalmente se observan hasta ocho segmentos abdominales. Las antenas estan
reducidas a tubérculos no segmentados y poseen una o mas setas y los o0jos presentan

pequefios puntos esclerosados (Ferris, 1942; Kosztarab, 1963).

El proceso de alimentacion de los hemipteros se lleva a cabo por la presencia de
dos pares de estiletes que resultan de la transformacion de las mandibulas y maxilas.
Las mandibulas forman el anterior (o externo) par de estiletes (Kosztarab, 1987; Davies,
1988) y se mueven de forma alternativa en vaivén junto con las maxilas para ir
penetrando en el tejido vegetal (Snodgrass, 1935; Miles, 1972). Las maxilas se
encuentran alojadas dentro de las mandibulas (Kosztarab, 1987; Davies, 1988),
acoplandose entre si para formar dos canales por el interior de ellas: el canal
alimenticio y el canal salival (Davies, 1988). El primero de ellos esta conectado con la
faringe, y por lo tanto con el tubo digestivo del insecto, en la cabeza se encuentra la
bomba cibarial, musculo encargado de la absorcion de los liquidos. El segundo canal se
conecta con las glandulas salivales que se localizan en la cabeza, y por este canal el
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insecto impulsa con la bomba salival la saliva que va inyectando conforme hace
avanzar los estiletes y se alimenta. Estos dos pares de estiletes son de longitud variable
y totalmente flexibles, por lo que pueden tomar diferentes formas y recorridos en el

interior de la planta hasta llegar a su fuente de alimento (Snodgrass, 1935; Miles, 1972).

En estos insectos, las patas estan ausentes y cuando se presentan se reducen a
tubérculos pequefios (Ferris, 1942; Kosztarab, 1963). Otra caracteristica es la reduccion
de los udltimos segmentos abdominales en una estructura conocida como pigidio, del
cual los l6bulos y conductos cerosos se usan para la identificacion de la especie (Ferris,
1942).

3.7.2 Ciclo de vida y habitos

Las hembras de la familia Diaspididae pasan por tres instares ninfales (Kondo,
2010). Las ninfas del primer instar, también llamadas “caminantes”, son maviles y
activas, y cuentan con patas, antenas y ojos (Baranyovits, 1953). Estas emergen de los
huevecillos para desplazarse a un sitio de alimentacién apropiado, y una vez que lo
encuentran insertan sus partes bucales y permanecen en este punto hasta que mueren
(Stouthamer y Morse, 2009; Magsig et al., 2010). En el segundo instar, se pierden los
organos de locomocion, y comienza a desarrollarse la capa protectora (Stouthamer y
Morse, 2009; University of California, 2010). Hacia el final del primer instar, el desarrollo
de la escama macho y hembra es el mismo y el sexo morfolégicamente es distinguible
solo en algunas especies por ejemplo Pseudaulacaspis pentagona (Gullan y Koztarab,
1997).

Los machos pasan por dos instares ninfales, prepupa, pupa y adulto. En el tercer
estadio el macho empieza a desarrollar los ojos y anexos, y en el cuarto los apéndices
masculinos estan completamente desarrollados. Después del cuarto estadio las alas del
macho emergen. Para este momento, la hembra adulta esta lista para ser fecundada

por el macho emergente (Figura 2) (University of California, 2010).
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Los diaspididos presentan de tres a cuatro generaciones superpuestas al afio y
se reproducen sexual y partenogenéticamente (Baranyovits, 1953; Gentile y Summers,
1958; Beardsley y Gonzalez, 1975).
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Fuente: (University of California, 2010).

Figura 2. Ciclo biolégico de la escama roja de California (Aonidiella aurantii).

3.8 Importancia de la infestacion de escamas armadas en frutos de aguacate

‘Hass’ mexicano

La exportacion de aguacate ‘Hass’ mexicano estuvo restringida por los Estados
Unidos de América, durante mas de ocho décadas debido a la presencia de plagas de
importancia cuarentenaria como Conotrachelus persea, Helipus lauri y Stenoma
catenifer. La aplicacion de la Norma Oficial Mexicana (NOM-066-FITO-1995), la cual
regula los requisitos y especificaciones para la movilizacion de frutos de aguacate para
exportacion o para mercado nacional, dio como resultado que a partir de 1997 el
Gobierno de los Estados Unidos aprobara la importacion de aguacate ‘Hass’, producido
en 13 municipios de Michoacan, a 19 estados del noreste de ese pais y al Distrito de

Columbia durante los meses de noviembre a febrero (Arévalo, 2000; Echanove, 2008).
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Finalmente, en febrero de 2007 Estados Unidos levanté las restricciones
impuestas al fruto, permitiendo su importacion en los 50 estados del territorio
norteamericano. Sin embargo, a partir de esta fecha el tema de escamas armadas
(Hemiptera: Diaspididae), ha cobrado importancia debido a que se han detectado
especimenes vivos de ocho especies de este insecto en los envios de aguacate ‘Hass’
mexicano que llegaron a la frontera de California en Estados Unidos, de estas especies,
siete no se encuentran reportadas en dicho estado, por lo que son consideradas como
especies exoticas, y se han detectado Unicamente en los frutos de aguacate ‘Hass’

provenientes de México (Figura 3) (Morse et al., 2009).

Sin embargo, en 2007 el USDA establecié que todo fruto importado a los EUA
con fines de consumo, es de bajo riesgo fitosanitario, por lo que a este tipo de
productos con escamas armadas, no se les debe impedir su importacion,
comercializacion o aplicacion de algun tratamiento cuarentenario (Gonzalez-Hernandez

Comunicacion personal, 2010).

Altas infestaciones de este insecto pueden debilitar o matar las plantas por la
succion de savia o por la excrecion de melaza, la cual sirve como medio para el
desarrollo de fumagina, ademas del dafio estético que causan al estar presentes en el
fruto (Kondo y Mufioz, 2009). Las escamas armadas, se establecen en zonas de dificil
acceso como es la zona peduncular del fruto, lo que dificulta su remocién en la linea de
empaque, causando un incremento en el costo del proceso porque obliga a su remocién

manual.
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Fuente: (Morse et al., 2009).
Figura 3. Escamas armadas encontradas en muestras de aguacate

‘Hass’. (A) Cubierta removida de Abgrallaspis aguacatae (cr),
mostrando a la hembra adulta (ha) y tres “caminantes” (cw). (B)
Escama A. aguacatae (ag) sobre la superficie del fruto de aguacate.
(C) Cubierta cerosa de Acutaspis aldopicta. (D) Hembra adulta de
Diaspidis spp. (ha) y huevecillos sin eclosionar (h). (E) Escama

Hemiberlesia lataniae. (F) Escama Hemiberlesia spp.

16



3.9 Alteraciones histolégicas provocadas por la herbivoria de escamas armadas
en tejidos vegetales.

Con sus cuatro largos y finos estiletes adaptados para perforar los tejidos
celulares y succionar sus fluidos nutritivos (Foldi, 1997), las escamas armadas dafian
por puncion las células del mesofilo y algunas veces los tejidos vasculares de hojas,
tallos y frutos afectando el crecimiento y en ocasiones (altas infestaciones) provocando
la muerte de los tejidos de la planta hospedera (McClure, 1990). En el proceso de
alimentacion y dafio que ocasionan los hemipteros en sus hospedantes la saliva posee
una accion enzimatica que se realiza a nivel de glacidos y proteinas, ademas puede
provocar reacciones de tipo toxico o cecidégena (formacion de agallas) en el tejido

vegetal (Snodgrass, 1935).

Washington y Walker (1990), sefialan que ramas de limén (Citrus limén L.) con
una alta infestacion de la escama roja de California (Aonidiella aurantii Maskell)
mostraron desintegracion de células corticales. Mientras que Hill et al., (2011) reportan
qgue el establecimiento de Hemiberlesia rapax y H. lataniae en ramas y frutos de kiwi
(Actinidia chinensis) provocé depresiones en el tejido epidérmico y cortical, cuyas
células mostraron deposicion de material fendlico, hipertrofia, necrosis y colapso

celular.

3.10 Importancia de los compuestos fendlicos en la defensa de las plantas.

Las heridas que se producen en una planta por insectos depredadores o por el
dafio mecénico inducido por factores fisicos desencadena una serie de eventos que se
traducen en una respuesta de defensa de la planta, la cual involucra la activacion de
diversos genes que codifican proteinas las cuales participan en la fortificacion de la
pared celular, en la produccion de inhibidores de proteasas y enzimas liticas (quitinasas
y glucanasas), y en la sintesis de metabolitos secundarios (MS) (Pefa y Willmitzer,
1994).
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Dicha respuesta puede ser local o en sitios lejanos al dafio (respuesta sistémica)
y es regulada por moléculas como el acido salicilico, el etileno, el acido jasménico y las
especies reactivas de oxigeno (EROS) (Sepulveda et al., 2004). En particular el acido
jasmonico y el acido salicilico modulan la expresion de genes de enzimas involucradas
en la sintesis de metabolitos secundarios (MS) tales como la acetil CoA carboxilasa, la
chalcona sintasa, la fenilalanina amonialiasa (PAL), y las polifenol oxidasas, entre otras
(Garcia y Rocha, 2000; Wasternach y Parthier, 1997; Kaloshian y Walling, 2005). Las
EROS patrticipan en la reaccion de hipersensibilidad (HR), la cual consiste en la muerte
inmediata de las células protegiendo a la planta del avance y desarrollo del insecto o
patégeno (Hickelhoven, 2005).

Los MS son compuestos de bajo peso molecular y forman parte del mecanismo
de defensa de la mayoria de las plantas (Harbore, 1993; Grayer y Kokubun, 2001), su
efecto es variable en los insectos, y los precursores de su biosintesis se derivan de las
rutas de la glucdlisis, del ciclo de Krebs o de la via del shikimato. Se conocen
aproximadamente 20,000 compuestos diferentes, los cuales de acuerdo con su
composicion quimica, se clasifican en nitrogenados (alcaloides, aminoacidos no
protéicos, aminas, glucosidos cianogénicos y glucosinolatos) y no nitrogenados
(terpenoides, poliacetilenos, policétidos, y fenilpropanoides). Los principales MS de
defensa son los fendlicos, los alcaloides y los terpenos (Sepulveda et al., 2004;
Granados et al., 2008).

Los compuestos fendlicos se han asociado con la respuesta de defensa de las
plantas ante al ataque de plagas y patdgenos (Nicholson y Hammerschmidt, 1992). Se
caracterizan por tener en su estructura un anillo aromatico con uno 0 mas grupos
hidroxilos, y se sintetizan a partir del &cido cinamico, derivado de la fenilalanina por la
actividad de la fenilalanina amonialiasa (Edwards y Gatehouse, 1999). Por lo general
estos compuestos se almacenan en las vacuolas de las células polifendlicas del
parénquima (Nagy et al., 2005). En la RH los compuestos fendlicos limitan el desarrollo
de la infeccion (Sepulveda et al., 2004), mientras que algunas formas insolubles de

estos compuestos unidos a cutina, suberina, lignina o polisacaridos aumentan la rigidez
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de la pared celular y reducen su digestibilidad por el insecto (Petersen y Matern, 2010).
Dimerizaciones del acido caféico, ferulico y clorogénico dan origen a la formacion de
lignanos como el magnolol con actividad antifungica. Asi mismo, los fenoles simples y
flavonoides actian como poderosos antioxidantes capaces de consumir el HO;

generado por el tejido vegetal ante condiciones de estrés (Rice et al., 1997).

Los alcaloides son compuestos heterociclicos que se sintetizan a partir de
aminoécidos, purinas y del acetato de los policétidos. Su efecto toxico radica en su
capacidad para bloquear los neuroreceptores de vertebrados e insectos, y sus efectos
inhibitorios estan dados por su capacidad para detener la sintesis de proteinas, inducir
la apoptosis e inhibir las enzimas del metabolismo de carbohidratos (Sepulveda et al.,
2004; Camarena, 2009).

Los terpenoides o isoprenoides, se derivan de la fusién de unidades isopreno,
moléculas de cinco carbonos (C5), y se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de
isopreno que los forman. Su efecto toxico radica en su capacidad antimicrobiana
(mentol) como repelentes (citronelal) y venenos que actlan sobre el sistema nervioso
de los insectos. Los terpenos, en combinacion con otros compuestos como las
oxilipinas y los indoles, forman mezclas de volatiles que funcionan como sefiales
quimicas para atraer a los enemigos naturales de insectos herbivoros (Sepulveda et al.,
2004).

Estos mecanismos de defensa bioquimica se combinan a su vez con el
desarrollo de estructuras de defensa existentes e inducidas, las primeras incluyen la
cantidad y calidad de la cera de la cuticula que cubre a las células epidérmicas, la
estructura de las paredes celulares de estas Ultimas, el tamafio, localizacion y forma de
los estomas y lenticelas, y la presencia en la planta de tejidos con paredes celulares
gruesas (Agrios, 2004). Las segundas incluyen a los tejidos que impiden el avance de
patdgenos e insectos hacia el interior de la planta y se les denomina estructuras
histolégicas de defensa, como: la formacion de capas de corcho, formacion de capas de
abscision, formacion de tilides y deposicion de sustancias gomosas (Agrios, 2004).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material vegetal

Durante enero y junio de 2011, se colectaron frutos en madurez fisiolégica y
ramas jovenes (1.0 a 1.5 cm de diametro) con y sin presencia de escamas armadas (A.
aguacatae y Hemiberlesia spp.) de huertas comerciales de aguacate ‘Hass’, ubicadas
en el estado de Michoacan, México (Cuadro 2). De cada huerta se seleccionaron 5
arboles (tres con presencia de escama y dos sin escama) aparentemente homogéneos
en fenologia y tamafio. Los muestreos se realizaron en los cuatro puntos cardinales y
en dos estratos del arbol: medio (3 - 4 m) y bajo (1 a 2.5 m). Se recolectaron cuatro
frutos y cuatro ramas por arbol, cubriendo un total de 40 frutos y 40 ramas por huerto.
Cabe sefalar que la huerta “Estacion Cupanda” tiene un sistema de manejo

agronémico organico, mientras que el resto se mantienen bajo manejo convencional.

Cuadro 2. Huertas muestreadas durante los meses de enero y julio de 2011 en

Michoacéan, México.

Municipio Huerta Coordenadas Altitud
(msnm)
Uruapan Cherangueran® 19° 28 '27" N, 102° 05' 00" W 1913
Nuevo San Juan La Hierbabuena™ 19° 23' 29" N, 102° 07' 05"W 1861
Parangaricutiro "
Tacamb Quinta la Luz 19° 13" 17" N, 101° 28' 00" W 1558
acambaro Estacién Cupanda™  19° 14' 53" N, 101° 27' 59" W 1811
Salvador Escalante  La Goleta™ 19°20'17" N, 101° 46' 18" W 1781

* Huertos muestreados para recoleccién de frutos y ramas, ~ Huertos muestreados para recoleccién de ramas. Los frutos y ramas se
colectaron en enero y junio del 2011, respectivamente.

Fuente: (L4zaro - Castellanos, 2011).
4.2 ldentificacion de las especies de escamas armadas

Del material colectado en campo se tomaron diez hembras adultas de cada
especie (Abgrallaspis aguacatae, y Hemiberlesia spp.) conservadas en alcohol al 70% y
se montaron siguiendo la técnica de Kosztarab (1963). La identificacion a nivel de

especie se hizo con las claves de Evans et al. (2009).
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4.3 Andlisis histolégico
4.3.1 Fijacion, deshidratacion e inclusion en paraplast

Los frutos y ramas colectados se dividieron en tres lotes de 10 ramas (ramas con
escama, sin escama y con dos especies de escama por seccion de rama) y 13 frutos
(frutos con presencia de escama, sin escama y en donde se removio el insecto), y se
disectaron en fragmentos de aproximadamente 1 cm?. El insecto se removi6 del fruto
con un pincel de cerdas de pelo de camello (Marca REX, S-700, Num. 4). Para
seleccionar especimenes vivos, la cubierta del insecto se levanté con una aguja de
disecciéon curva y se verifico con un microscopio éptico Carl Zeiss® (modelo Axiostar)
que el cuerpo de la escama presentara un color amarillo brillante, sin colapsé, ni
evidencia de parasitismo (agujeros en el cuerpo del insecto) (Washington y Walker,
1990). El material disectado (exocarpio y mesocarpio de fruto, peridermis y corteza de
rama) se fijo por 48 horas en una mezcla de formaldehido, &cido acético glacial, etanol
al 96% y agua destilada en proporcion 100:50:50:350 mL. Transcurrido este tiempo el
material se retird de la solucidn fijadora, se lavé con agua de llave durante 15 min y se
deshidratd e infiltr6 en un procesador automatico de tejidos Tissue — Tek® I, modelo
4640-B® (Sakura Finetechnical Co., LTD Tokio, Japan), durante 5 horas en cada una de
las siguientes soluciones: etanol al 50, 70, 85, 96 y 100%; etanol absoluto: xilol absoluto

(1:1), xilol absoluto, y en dos cambios de Paraplast (SIGMA Chemical®) por 48 horas.

4.3.2 Corte y montaje

El tejido se embebid en paraplast y se cortd transversalmente a 11 um de grosor
en un micrétomo rotatorio (Jung Histocut®, marca Leica, modelo 820). Los cortes se
montaron en portaobjetos con adhesivo de Haupt mas cinco gotas de formaldehido al
10 % y se extendieron en una plancha térmica (C.O. Slide - Warner, Modelo 26020) a
20 - 25°C durante 24 horas.
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4.3.3 Desparafinacién y tincion

Los cortes se desparafinaron en una estufa a 60 - 55 °C durante una hora y en
tres cambios de xilol absoluto por 3 min en cada uno. Posteriormente, se hidrataron
progresivamente por inmersion en alcohol etilico a concentraciones de 100 y 96 %
durante tres minutos en cada cambio, se colocaron en safranina (metilcelosolve)
(SIGMA Chemical®) por 24 h y se enjuagaron con agua de llave durante una hora.
Inmediatamente, las secciones se lavaron con alcohol etilico 96 % mas acido picrico y
con etanol 96 % mas amonio durante 10 segundos, se deshidrataron con etanol
absoluto y se tifieron con verde rapido (metilcelosolve) (SIGMA Chemical®) durante 10
segundos. Las muestras se lavaron con aceite de clavo para retirar el exceso de
colorante, se aclararon con una mezcla de aceite de clavo: xilol: etanol absoluto
(50:25:25 mL), y se colocaron en xilol al 100 % por al menos tres minutos para
posteriormente montarse en resina sintética (Lépez et al., 2005). Se observaron 320
laminillas de secciones de rama y 400 de fruto. Las observaciones se realizaron en un

microscopio Optico marca Carl Zeiss®, modelo Axiostar.

4.4 Estimacion de polifenoles totales

Para la estimacion de polifenoles totales, se seleccionaron preparaciones
(laminillas) representativas de cada una de las muestras evaluadas (con presencia de la
escama, sin escama, escama removida, y con dos especies de escama por seccion de
rama). De cada laminilla se seleccionaron aleatoriamente tres cortes y de cada corte se
tomaron fotografias de seis campos visuales diferentes (dos campos visuales antes de
observarse la escama, dos campos visuales del sitio en donde se localiz6 la escama, y
dos campos visuales después de observar la escama). De cada uno de los campos
visuales capturados se seleccionaron al azar diez puntos y en ellos se midié el color en
valores R (Red) G (Green) B (Blue) con el programa GIMP 2.6.11. Las imagenes se
tomaron con una camara digital para microscopia Pax cam® 3 integrada a un

fotomicroscopio 1l de Carl Zeiss® con el objetivo de 40X a una resolucién de 300 dpi.
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4.5 Andlisis estadistico

Los valores de color R G B se analizaron de manera conjunta mediante la
construccion de una variable candnica a través de un andlisis multivariado de varianza

(MANOVA) El modelo estadistico utilizado para frutos y ramas fue el mismo:
Rijk Gijk Bijk = tijk + G+ 6;(¢) + € (1)
Donde:

Rik = Valor de color R de la k-ésima observacion del sitio j-€simo dentro del tratamiento
i-esimo. Gjx = Valor de color G de la k-ésima observacion del sitio j-ésimo dentro del
tratamiento i-ésimo. Bjx = Valor de color B de la k-ésima observacion del sitio j-€ésimo
dentro del tratamiento i-esimo. y;;, = Respuesta esperada para la k-€sima observacion
del sitio j-ésimo dentro del tratamiento i-ésimo. {; = Tratamiento i- ésimo, donde i =
1,...,4 para rama, i = 1,...5 para fruto. §;({;) = Sitio j-ésimo dentro del tratamiento i-
ésimo, donde j = 1,..., 6, sij = 1y 2 se refiere al sitio antes de localizarse el insecto, si
j= 3y 4 se refiere al sitio de localizacién del insecto y si j= 5y 6 se refiere al sitio

después de la localizacion del insecto. ¢, = Error experimental.

a az

i A

{_A_\Posteriormente con las variables candénicas W;= -0.0391*R - 0.0071*G +
0.0291*B (en rama) y W;= -0.0274*R — 0.0468*G + 0.0701*B (en fruto) generadas a
partir del modelo (1), donde a;, a; y as son coeficientes candnicos sin estandarizar
(Apéndice 3), se procedid a probar los siguientes juegos de hipétesis, a través de un

analisis univariado de varianza (Apéndice 4):

Hy:(;=0=0..=(s VS. H,: Al menos uno de los tratamientos es

diferente a los demas

Hy:0, =0, = 05...= 0 VS. H, : Al menos uno de los sitios es diferente

a los demas dentro de tratamientos
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A partir del modelo:

Wik = u+§ +6;(G) + €k (2
Dénde:

W;jx= Combinacion lineal k-ésima de R, G y B asignado al sitio j-€simo dentro del
tratamiento i-ésimo.

u =Vector de medias.

Sobre estas variables canonicas recién creadas se realizaron comparaciones
multiples con la prueba de Tukey a= 0.05, para cada uno de los tratamientos y sitios
dentro de tratamientos, finalmente, se calcularon las ubicaciones de las medias de

tratamientos y de sitios dentro de tratamientos en el espacio canénico (Apéndice 5).

De esta manera, W es un contraste entre B (tejido sin dafio) vs R (tejido dafiado)
vs G (tejido poco dafiado). Por lo tanto, valores en las medias de Tukey para la primera
variable canonica (W;) mayores y positivos, indican una menor acumulacion de fenoles
y en consecuencia menor dafo al tejido vegetal (rama y fruto). En contraste, valores en
las medias de Tukey para W; menores e incluso negativos, indican una mayor
acumulacion de fenoles y por lo tanto mayor dafio. Por lo anterior, esta variable

canonica, es un indicador de un posible dafio en los tejidos vegetales analizados.

El analisis univariado y multivariado, se realizé con la prueba de Tukey a= 0.05,

usando el paquete estadistico SAS® para Windows versién 9.1.3.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracteristicas de escamas armadas presentes en frutos y ramas de aguacate
‘Hass’

Se identificaron tres especies de escamas armadas: Hemiberlesia lataniae
(Signoret), H. diffinis (Newstead) (escamas blancas) y Abgrallaspis aguacatae (Evans,
Watson y Miller) (escama café), las cuales se detectaron infestando frutos y ramas de

aguacate ‘Hass’.

1) La escama H. lataniae presenta una cubierta cerosa semicircular convexa de
color blanca, de 1.5 a 2.0 mm de didmetro, y exuvia subcentral. La hembra
adulta mide de 0.7 a 0.8 mm, tiene forma oval, color amarillo brillante, y cuerpo
aplanado dorsoventralmente. Esta especie presenta poros perivulares en cuatro
pequefios grupos; abertura anal grande (més ancha y larga que el I6bulo medio);
I6bulo medio pigidial un poco convergente; y margen lateral con muesca un poco
mas grande que el margen mesal. Cada l6bulo pigidial medio carece de esclerito

basal (Lazaro-Castellanos, 2011) [Figura 4].

100 pm =

Figura 4. Caracteristicas generales (A) y pigidio (B) de hembra adulta de H. lataniae.
Tercer l6bulo (L3), Segundo Lébulo (L2), Lébulo medio pigidial (LM), Abertura o poro
anal (A). (Fotografias: MC. Nancy Villegas Jiménez).
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2)

H. lataniae es una especie cosmopolita y altamente polifaga presente en
diversos hospederos tanto frutales, como ornamentales y forestales (Miller y
Davidson, 2005; Vargas y Rodriguez, 2008; Whitherell, 2011). De acuerdo con
estudios realizados por Lazaro-Castellanos (2011), H. lataniae estuvo presente
en diez huertos de aguacate ‘Hass’ muestreados en nueve municipios del estado
de Michoacan, y fue la de mayor distribucion en este estado. Esta escama, se ha
reportado infestando aguacate en California EUA (Rugman-Jones et al., 2009),
Israel (Gerson y Zor, 1973), Australia (Waite, 1988), Chile (Vargas y Rodriguez,
2008) y Sudéfrica (De Villiers y Van Den Berg, 1987).

H. diffinis presenta cubierta cerosa semicircular convexa de color blanca, el
cuerpo de la hembra adulta mide aproximadamente 1 mm y presenta dermis
membranosa al madurar. De acuerdo con Ferris (1959), carece de poros
perivulares y cuenta con tres pares de lobulos esclerosados, el I6bulo medio
pigidial amplio y junto; margen lateral con muesca. El tercer I6bulo muestra un
diente esclerotizado pequefio. Los intersegmentos esclerosados estan
fuertemente desarrollados. Con pocos ductos dorsales, pequefos y delgados, no
presentes en los segmentos cuarto y anterior. La apertura anal es
conspicuamente amplia, siendo algo mayor en diametro que la longitud del I6bulo
medio y separado por aproximadamente dos veces este diametro de la base de

los l6bulos (Figura 5).

La escama H. diffinis, se ha reportado en una amplia variedad de hospederos
(Fauna Entomoldgica de Nicaragua, 2012). Esta es una especie de menor
distribucién en la zona productora de aguacate en Michoacan, México (Lazaro-
Castellanos et al., 2011).
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A 100 um i

Figura 5. Caracteristicas generales (A) y pigidio (B) de hembra adulta de H. diffinis.
Tercer I6bulo (L3), Segundo Lébulo (L2), Lébulo medio pigidial (LM), Abertura o poro
anal (A). (Fotografias: MC. Nancy Villegas Jiménez y MC. Jorge Valdez Carrasco).

3) Abgrallaspis aguacatae presenta cubierta cerosa semicircular plana de color
café, exuvia subcentral de 1.2 mm de didmetro, el cuerpo de la hembra adulta es
aplanado dorso-ventralmente; mide aproximadamente 1mm; es piriforme de color
amarillo palido con &pice del abdomen agudo. Carece de poros perivulares;
abertura anal pequefia (mas corto que el I6bulo medio); tercer I6bulo pigidial
esclerozado y agudo; segundo y tercer I6bulos pigidiales con varios dientes
laterales; pigidio largo con margenes rectos formando un angulo apical menor a
100°; placas largas entre los I6bulos con flecos en el apice; vulva mas ancha que

larga y esclerosada en sus margenes (Lazaro-Castellanos, 2011) [Figura 6].

Abgrallaspis aguacatae es una especie de reciente descripcion asociada al
aguacate ‘Hass’ (Evans et al., 2009), encontrandose en nueve huertos ubicados
en seis municipios de Michoacan, es una especie de amplia distribucion y
probablemente endémica de este estado (Lazaro-Castellanos et al., 2011).
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Figura 6. Caracteristicas generales (A) y pigidio (B) de hembra adulta de A. aguacatae.
Tercer l6bulo (L3), Segundo Lébulo (L2), Lobulo medio pigidial (LM), Macroducto

submarginal (MS), Abertura o poro anal (A). (Fotografias: MC. Nancy Villegas Jiménez).

5.2 Respuesta externa de ramas y frutos de aguacate al establecimiento de

escamas armadas
5.2.1 Rama

Los insectos escama 0 escamas armadas son insectos chupadores de savia que
pertenecen al orden de los Hemipteros (Kondo y Mufioz, 2009). Diversos estudios han
mostrado que el dafio provocado por la alimentacion de estos insectos provoca halos
necroticos en el sitio de alimentacion (Snodgrass, 1935; Melgarejo, 2000), y su saliva
puede provocar reacciones de tipo toxico o incluso cecidégena (formacién de agallas)
en sus hospedantes (Snodgrass, 1935). Sin embargo, en este estudio ninguna de las
respuestas anteriores fue observada ante el establecimiento de A. aguacatae, H.

lataniae, y H. diffinis, en ramas de aguacate (Figuras 7Ay 7B).

La falta de cambios a nivel macroscopico probablemente de debié a que no se
sabia con exactitud el tiempo transcurrido después del establecimiento de la escama y
posiblemente la rama ya presentaba crecimiento secundario. Hill et al.,, (2011), al
evaluar la resistencia de ramas de diferentes genotipos de kiwi (Activia chinensis

Planch) a la presencia de escamas armadas (H. lataniae y H. rapax), observaron que el
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establecimiento de H. rapax no provocé ninguna respuesta externa visible. Sin
embargo, dos semanas después del establecimiento de H. lataniae comenzé el
desarrollo de una protuberancia (hinchazén) en la corteza del tejido alrededor de la
escama, dicha respuesta incrementd consistentemente durante seis semanas, periodo
en el cual se observé el obscurecimiento de la corteza en el sitio de establecimiento del
insecto (muerte celular), siendo mas lenta en aparecer y menos pronunciada en ramas

maduras.

5.2.2 Fruto

El establecimiento de A. aguacatae, H. lataniae, y H. diffinis en frutos de
aguacate ‘Hass’ tampoco provoco cambios a nivel macroscopico (Figuras 7B y 7C),
probablemente como resultado de la velocidad en la respuesta ante el ataque de
patégenos, la cual al parecer esta relacionada con el grado de resistencia de la planta
hospedante (Hill et al.,, 2011). Dicha respuesta es regulada por la presencia e
interaccidon de genes especificos de resistencia (Agrios, 2004; Greenberg y Yao, 2004,
Stuible y Kombrink, 2004) y genes de avirulencia presentes en el patégeno, y son
especificos para uno o varios tipos relacionados de plantas hospedantes. Asi mismo,
los genes que hacen que una planta hospedante no sea susceptible a un determinado
patdgeno solo existen en esa planta y quiza también en algunos tipos relacionados de
plantas hospedantes (Agrios, 2004). De esta manera la especificidad de los genes que
determinan las caracteristicas del nivel de dafio y susceptibilidad quiza explique el por
gué una planta hospedante que es susceptible a una especie de escama en particular
no lo sea para otras. Ademas, el exocarpio del fruto de aguacate posee una cuticula
gruesa (Zamora et al., 2001), cuyo grosor podria haber evitado o retardado la muerte de
las células epidérmicas (Agrios, 2004). Hill et al., (2011) observaron que el
establecimiento de H. rapax en frutos de kiwi no suscitdé ninguna respuesta externa
visible. Sin embargo, la escama H. lataniae provocé muerte celular (como reaccion de
hipersensibilidad) en los frutos de un genotipo de kiwi (2C). Pero esta respuesta

aparecio después de seis semanas de establecido el insecto.
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Figura 7. Presencia de escamas armadas (sefialadas por flechas en color rojo)
sobre ramas (A y B) y frutos de aguacate ‘Hass’ (C y D) en el estado de Michoacan,
México. Escama café (A. aguacatae) (A y C). Escama blanca (H. lataniae) (B y D).
Figuras C y D son acercamientos o detalles de la escama en frutos. (Fotografias A

y B cortesia de MC. Carlos Lazaro-Castellanos).

5.3 Anatomia de ramas y frutos de aguate sin presencia de insectos escama

armada
5.3.1 Rama

En estas muestras, el tejido epidérmico de las ramas estuvo formado por un solo
estrato celular con una cuticula mas o menos gruesa proyectada hacia las paredes
anticlinales. Las células presentaron cuerpos densos rojizos de naturaleza fendlica

(Figura 8A). La corteza y la médula estuvieron constituidas por varios estratos de
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células parenquimatosas isodiamétricas, las cuales mostraron citoplasma denso en la
corteza y paredes celulares delgadas en la médula (Figuras 8A y 8B). El xilema se
observé como un anillo grueso de tejido fibroso con numerosos vasos individuales o

agrupados radialmente (Figura 8C).

5.3.2 Fruto

El exocarpio, que puede ser rugoso e irregular (Barrientos-Priego et al., 1996),
presentd una cuticula gruesa, continua y homogénea que cubrié el tejido epidérmico
(Cummings y Schroeder, 1942; Schroeder, 1950), proyectandose entre las paredes
anticlinales de las células (Figura 8D). La epidermis estuvo formada por un solo estrato
celular y se extendid completamente sobre la superficie del fruto. Al igual que en las
ramas, las células presentaron fenoles a manera de inclusiones mas o menos densas
de color castafio a rojizo (Figura 8D). Adyacentemente, se localizan varias capas de
células parenquimatosas, isodiamétricas de pared delgada y con abundantes
cloroplastos, los cuales le dan el color verde al exocarpio (Cummings y Schroeder,
1942) (Figura 8D).

El mesocarpio estuvo constituido por células grandes de pared delgada y con
pequefias inclusiones posiblemente de lipidos (Figura 8E). El xilema y floema formaron

haces de tejido vascular distribuidos en las células del mesocarpio (Figura 8F).
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Figura 8. Fotomicrografias de cortes transversales de ramas jovenes (A, B, C) y frutos
(D, E, F) de aguacate ‘Hass’ sin presencia de escama. Tejido epidérmico y cortical (A),
xilema y médula (B), xilema (C), exocarpio (D), mesocarpio (E), células de mesocarpio y
tejido vascular (F). Corteza (Co); cuticula (Cu); epidermis (Ep); médula (Me);

mesocarpio (Mes) tejido vascular (Tv); xilema (Xi).
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5.4 Respuesta histoldgica al establecimiento de escamas armadas en ramas y
frutos de aguacate.

5.4.1 Rama

No se observaron alteraciones estructurales en los tejidos de rama de aguacate
en respuesta al establecimiento de las escamas armadas (Figuras 9A y 9B). Hill et al.,
(2011) observaron que solo algunos genotipos de kiwi infestados con la escama H.
lataniae indujeron la formacién de una herida en el punto de contacto entre la
peridermis de la rama y el insecto; ademas la presencia de esta escama provoco

acumulacion de material fendlico, hipertrofia y colapso celular.

En este trabajo se observé acumulacion de compuestos de naturaleza fendlica
en la epidermis y corteza de las ramas de aguacate en respuesta al establecimiento de
las escamas armadas. El depdsito de estos compuestos fue significativamente mayor
en ramas infestadas con especies de escama blanca (H. lataniae 6 H. diffinis) en
comparacion con las infestadas por la escama café (A. aguacatae) y con dos especies
de escama por seccion de rama (Cuadro 3), y podrian ser el resultado de la respuesta
de la planta ante el ataque de insectos herbivoros, la cual involucra la activacion de
diversos genes que codifican la sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios
(entre ellos los compuestos fendlicos). Algunos de estos compuestos fendlicos
participan activamente restringiendo la invasion al resto de la planta (Sepulveda et al.,
2004) y podrian estar relacionados con la inhibicion de la actividad de enzimas

pectoliticas producidas por el insecto (Agrios, 2004).

La menor deposicion de compuestos de naturaleza fendlica observada en
secciones de rama con escama café y con dos especies de escama por seccion de
rama, posiblemente se deba a que la rama ya presentaba crecimiento secundario. Hill
et al., (2011), observaron que ramas maduras de kiwi infestadas con H. lataniae
mostraron una respuesta mas lenta y menos pronunciada al establecimiento de esta

escama comparada con la observada en ramas jovenes.
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Figura 9. Fotomicrografias de secciones transversales de rama de aguacate ‘Hass’
infestadas con escamas armadas. (A) Escama blanca (H. lataniae 6 H. diffinis), (B)
Escama café (A. aguacatae). Corteza (Co); epidermis (Ep); fibras (Fi). Flechas sefialan

la localizacion de la escama.

Cuadro 3. Acumulacion de compuestos de naturaleza fendlica en ramas de aguacate

‘Hass’ infestadas con escamas armadas.

Rama Medias de Tukey
Sin escama 0.48a*
Con dos especies de escama (H. lataniae 6 H. diffinis y A. aguacatae) -0.64b
Con escama café (A. aguacatae) -1.13c
Con escama blanca ( H. lataniae 6 H. diffinis) -1.60d

*Estos valores representan el promedio de 6,660 observaciones de distintos campos visuales. Letras diferentes en la columna indican
diferencia estadistica significativa (Tukey, 0.05).

5.4.2 Fruto

Se observaron depresiones del tejido epidérmico posiblemente asociadas con el
establecimiento de las escamas armadas (Figura 10A). Es probable que tales cambios
se hayan originado por la presién mecanica generada sobre el exocarpio; sin embargo,
no siempre se encontro tal asociacion, ademas el exocarpio de la variedad ‘Hass’ es
rugoso e irregular (Barrientos-Priego et al., 1996), y las escamas tienden a localizarse

en este tipo de superficies (Washington y Walker, 1990; Morse et al., 2009) para
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protegerse de depredadores y de las condiciones ambientales, ya que al emerger la

ninfa migratoria de los huevecillos, no presenta una cubierta protectora.

Figura 10. Fotomicrografias de secciones transversales de fruto de aguacate ‘Hass’

con presencia de especies de escama blanca (H. lataniae 6 H. diffinis) (A), tejidos
epidérmico y parenquimatoso con depdsitos de compuestos de naturaleza fendlica (B y
C), secciones transversales de fruto de aguacate ‘Hass’ con presencia de escama café
(A. aguacatae) (D). Cuticula (Cu); epidermis (Ep); exocarpio (Ex). Flechas en color
blanco sefialan la ruta de penetracion del estilete a través de los tejidos
parenquimatosos del exocarpio. Flechas en color negro sefialan la localizacion de la

escama.

Los tejidos epidérmico y parenquimatoso del exocarpio del fruto presentaron

acumulacion de compuestos de naturaleza fendlica, esta respuesta fue mayor en

35



aguellos tejidos en donde se removieron las escamas (Figuras 10B y 10C). En
contraste, los tejidos con escama café (A. aguacatae), y con escama blanca (H. lataniae

0 H. diffinis), presentaron escasa acumulacion de estos compuestos (Cuadro 4).

La acumulacion de compuestos de naturaleza fendlica observada en ramas y
frutos de aguacate ‘Hass’ sugiere que el establecimiento de las escamas indujo la
biosintesis de la fenilalanina amonialiasa (PAL), enzima involucrada en la biosintesis de
compuestos fendlicos (acido caféico y cumarico) en respuesta a condiciones de estrés
(Ramirez y Bor, 1973; Van Ledyveld et al., 1984, Agrios, 2004). En frutos al igual que
en ramas no se observaron alteraciones estructurales, en respuesta al establecimiento

de las escamas (Figura 10D).

Cuadro 4. Acumulacion de compuestos de naturaleza fendlica en frutos de aguacate

‘Hass’ infestados con escamas armadas.

Fruto Medias de Tukey
Sin escama 2.66a
Con escama blanca (H. lataniae 6 H. diffinis) 1.93b
Con escama café (A. aguacatae) 1.75c
Con escama café removida -0.05d
Con escama blanca removida -0.13d

*Estos valores representan el promedio de 2,880 observaciones de distintos campos visuales. Letras diferentes en la columna
indican diferencia estadistica significativa (Tukey, 0.05)

5.5.- Respuesta histolégica de los tejidos de ramas y frutos a la penetracion del

estilete

Los estiletes de las escamas armadas estan adaptados para perforar los tejidos
de sus hospederos y succionar sus fluidos nutritivos (Foldi, 1997). En este trabajo no se
observaron dafios asociados con la penetracion de los estiletes en la cuticula ni en las
células epidérmicas de los frutos y ramas de aguacate (Figuras 11A y 11B). De acuerdo
con el nivel de resolucidon microscépico, el estilete penetré intracelularmente las células
parenquimatosas del exocarpio, la epidermis y corteza del tallo (11C y 11D), lo cual

coincide con lo reportado en ramas de mora (Yasuda, 1979), en hojas y ramas de
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citricos (Washington y Walker, 1990), y en ramas y frutos de kiwi (Hill et al., 2011)

infestados con escamas.

Figura 11. Fotomicrografias de secciones transversales de aguacate ‘Hass’ mostrando
la penetracién de los estiletes de la escama a través de los tejidos epidérmico y
fundamental de frutos (A y C) y ramas (B y D) de aguacate ‘Hass’. Corteza (Co); cuticula
(Cu); epidermis (Ep); exocarpio (Ex). Flechas sefialan los estiletes de la escama y la ruta
de penetracion de los mismos a través de los tejidos parenquimatosos de ramas y frutos.

5.5.1. Rama

No se observé asociacidon de los estiletes con el tejido vascular de las ramas. Es
posible que las fibras de este tejido actien como una barrera fisica y limiten el avance y
penetracion de estas estructuras de alimentacion (Hill et al., 2011), obteniendo estos
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insectos los nutrientes requeridos de las células del exocarpio y corteza. Sin embargo,
se sugiere evaluar diferentes planos de corte para corroborar si existe 0 no asociacion

del estilete con el tejido vascular.
5.5.2. Fruto

Las paredes celulares del tejido parenquimatoso del exocarpio presentaron
acumulacion de compuestos de naturaleza fendlica través de la ruta de penetracion del
estilete (Figura 12A). Es posible que la acumulacion de estos compuestos contribuya
con un aumento en la rigidez de las paredes celulares (Sepulveda et al., 2004),
actuando como una barrera fisica al dafio causado durante la penetracion del estilete.
La saliva del insecto permite la penetracion de los estiletes en los tejidos vegetales
(Snodgrass, 1935) y su accién enzimética probablemente también indujo la
acumulacion de fenoles. Aunque no existen reportes de la composicion de la saliva de
las escamas armadas, Baranyovits (1953) y Ebeling (1959) reportan que la escama roja
de California (Aonidiella aurantii) posee una toxina salival que posiblemente sea el
agente causal del dafio provocado en los tejidos de ramas de citricos, pero estos
autores no dan mas detalles acerca de la composicion de la toxina. En contraste, las
células que fueron atravesadas por los estiletes de las escamas aparentemente no
presentaron dafio, sin embargo se detecté engrosamiento de pared celular y deposicion
de fenoles (Figura 12B). Albrigo y Brooks (1977), observaron resultados similares en
células de corteza de ramas de citricos, atravesadas por los estiletes de la escama
nieve (Unaspis citri Comst) y sugieren que las células pueden mantener su funcion ain

después de la penetracion de los estiletes.
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Figura 12. Fotomicrografias de secciones transversales de frutos de aguacate ‘Hass’,

mostrando acumulacion de compuestos de naturaleza fendlica en las paredes celulares
del exocarpio a través de la ruta de penetracion (sefialada por flecha en color blanco)
de los estiletes de la escama (A), células de exocarpio sin dafio aparente, pero con
engrosamiento de pared celular y deposicién de compuestos de naturaleza fendlica (B).

Epidermis (Ep); exocarpio (EX).

Como se ha mencionado, una de las principales respuestas de las ramas y frutos
de aguacate al establecimiento y penetracion de los estiletes de las escamas fue la
acumulacion de compuestos de naturaleza fendlica en el apoplasto y simplasto de los
tejidos de estos organos. De acuerdo con el Cuadro 5 hubo diferencias significativas
respecto a la acumulacién de estos compuestos entre los sitios antes y después de
observarse la escama. Siendo los sitios de tejido de ramas y frutos en donde se localizé
el insecto los que mostraron mayor acumulacién de compuestos de naturaleza fendlica
en el exocarpio, en la epidermis y corteza (Figuras 13A y 13C) respecto a los sitios de

tejido en donde no se observé la escama (Figuras 13B y 13D).

39



Cuadro 5. Andlisis de varianza (ANOVA), de sitios (tratamientos) para la acumulacién

de compuestos de naturaleza fendlica en ramas y frutos de aguacate ‘Hass'.

Rama Fruto
FV GL SC CM F-Valor Pr>F GL SC CM F-Valor Pr>F
Sitio (trat) 20 105.26 5.26 5.2 <.0001 25 113.26 4.53 4.5 <.0001
Error 6636 6636 1 2850 2850 1
Total 6659 10699.6 2879 6746.94

FV= Fuente de variacién, GL= Grados de libertad, SC = Suma de cuadrados, CM= Cuadrado medio.

Figura 13. Fotomicrografias de cortes transversales de frutos (A y B) y ramas (C y D)

de aguacate ‘Hass’. Sin presencia de escamas armadas (B y D). Con presencia de
escamas armadas (A y C). Mostrando deposicion de compuestos de naturaleza fendlica
en las células parenquimatosas del exocarpio de fruto (A) y de peridermis y corteza de

rama (C). Corteza (Co); cuticula (Cu); epidermis (Ep); exocarpio (EX).
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VI. CONCLUSIONES

Hemiberlesia lataniae, Hemiberlesia diffinis y Abgrallaspis aguacatae, estuvieron
asociadas a ramas Yy frutos de aguacate ‘Hass’. El establecimiento de estas escamas y
la penetracion de su aparato bucal en los tejidos de ramas y frutos no provocaron
cambios macroscopicos ni anatdmicos, pero indujeron acumulacion significativa (P<
0.0001) de compuestos de naturaleza fendlica en las paredes celulares, en el interior de
las células de epidermis y corteza, en las paredes y en el citoplasma de los tejidos
epidérmico y parenquimatoso del exocarpio y en los sitios correspondientes al area en

donde se localiz6 el insecto.

La presencia de compuestos de naturaleza fendlica en los tejidos de ramas y
frutos se confirmé por el mayor contraste en R vs G vs B, indicado por los valores
menores y negativos registrados para las medias de tukey de W; y por la coloracion

rojiza al tefiirse con safranina.

En ramas, los estiletes de las escamas se detectaron en la corteza, mientras que
en frutos la mayoria de estos fueron localizados en las células del exocarpio. No se
observd asociacion de los estiletes con el tejido vascular y las células que fueron
atravesadas por los estiletes de las escamas presentaron engrosamiento de pared

celular y deposicion de compuestos de naturaleza fendlica.

La calidad de la pulpa no se ve comprometida por la infestacidon de estas
escamas. Por lo tanto, las especies de este insecto halladas en ramas y frutos de
aguacate ‘Hass’ no representan una amenaza para los paises a los cuales se
exportarian los frutos. Sin embargo, es necesario un manejo integral en campo que
reduzca las poblaciones de esta plaga en el cultivo y por ende en los frutos de aguacate

‘Hass’ con el objetivo de mejorar su apariencia externa.
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VIl. RECOMENDACIONES

No se observaron cambios macroscépicos ni anatdmicos en los tejidos del fruto
de aguacate en respuesta al establecimiento y alimentacién de las escamas armadas,
sin embargo, se detectd engrosamiento de las paredes celulares de la epidermis y del
parénquima del exocarpio, por lo tanto es necesario evaluar diferentes planos de corte

para corroborar lo anterior.

Adicionalmente, deben realizarse investigaciones que permitan identificar los
fundamentos bioquimicos, fisiolégicos y genéticos de la respuesta en la resistencia del
arbol de aguacate a los insectos escama armada, lo que facilitara entender el papel de
los genes especificos de resistencia en la determinacion de la susceptibilidad que

presentan las plantas hospedantes a una especie de escama en particular.
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IX. APENDICE

Apéndice 1. Comandos SAS® para Windows versién 9.1.3 usado para el anélisis
estadistico de los datos de valores de color R G B obtenidos en ramas y frutos de

aguacate ‘Hass’.

proc glm data= work.escama;
class trat sitio;

model R G B = trat sitio (trat)/nouni;
manova h= _all /canonical;

run;

Data RGB; SET work.escama;
canl=-0.02741360*R -0.04675853*G + 0.07009305*B;

proc glm data= RGB;

class trat sitio;

model canl= trat sitio(trat);
means trat/tukey lines;
means sitio (trat)/ tukey lines;
run;

PROC CORR,;

VAR R G B; WITH CAN1,;
RUN;
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Apéndice 2.

Cuadro 1A. Andlisis multivariado de varianza para las variables canonicas de

tratamientos en rama de aguacate ‘Hass’.

Variables Canonicas Eigenvalor Diferencia Proporcién Acumulada

Wy 0.5965 0.5793 0.9711 0.9711
W> 0.0172 0.0166 0.0280 0.9991
W3 0.0006 0.0009 1.0000

Cuadro 1B. Andlisis multivariado de varianza para las variables canonicas de

tratamientos en frutos de aguacate ‘Hass’.

Variables Canonicas Eigenvalor Diferencia Proporciéon Acumulada

Wy 1.3276 0.9965 0.7336 0.7336
W, 0.3311 0.1803 0.1830 0.9166
W3 0.1509 0.0834 1.0000

En todos los casos la primera variable canonica (W), explicé la mayor variabilidad total
de las medias de tratamientos y su combinacion lineal se calculo a partir del primer

vector de coeficientes candnicos sin estandarizar.
Apéndice 3.

Cuadro 2A. Coeficientes canoénicos sin estandarizar para el calculo de la primera
variable canonica (can1) en rama de aguacate ‘Hass’ (sefialados por flechas en color

rojo).

L]

Canl Can2 Can3
R -0.0391 0.0036 0.0075
G -0.0071 0.0373 -0.0376
B 0.0291 -0.0132 -0.0444
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Cuadro 2B. Coeficientes candnicos sin estandarizar para el célculo de la primera
variable canonica (canl) en frutos de aguacate ‘Hass’ (sefialados por flechas en color
rojo)

Canl Can2 Can3
-0.0274 -0.0568 0.0471
-0.0468 0.0961 -0.0005
0.0701 -0.0404 -0.0005

W oo

Con las variables canonicas generadas W;= -0.0391*R — 0.0071*G + 0.0291*B (en
rama) y W;=-0.0274*R - 0.0468*G + 0.0701*B (en fruto), generadas a partir del analisis
multivariado de varianza (MANOVA), se realiz6 un analisis univariado de varianza

(ANOVA) usando esta combinacion lineal de R, G, B, como variable respuesta.

Apéndice 4

Cuadro 3A. Andlisis de varianza (ANOVA), de tratamientos para la primera variable

canonica (W) en ramas de aguacate ‘Hass'.

FV GL SC CM F- Valor Pr>F
Tratamientos 3 3958.3676 1319.4559  1319.46 <.0001
Sitio (trat) 20 105.2653 5.2633 5.26 <.0001
Error 6636 6635.9991 1.00000
Total 6659 10699.6320

FV: Fuente de variacién, GL: Grados de libertad, SC: Suma de cuadrados, CM: Cuadrado medio.
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Cuadro 3B. Andlisis de varianza (ANOVA), de tratamientos para la primera

variable canonica (W3) en frutos de aguacate ‘Hass'.

FV GL SC CM F- Valor Pr>F
Tratamientos 4 3783.6824 945.9206 945.92 <.0001
Sitio (trat) 25 113.2666 4.53 4.53 <.0001
Error 2850 2849.9995 1.00000
Total 2879 6746.9485

FV: Fuente de variacion, GL: Grados de libertad, SC: Suma de cuadrados, CM: Cuadrado medio.

Apéndice 5.
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Figura 1A. Representacion grafica de la ubicacion en el espacio candnico de las
medias de tratamientos para la acumulaciéon de compuestos de naturaleza fendlica
en rama de aguacate ‘Hass’.
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Figura 1B. Representacion grafica de la ubicacion en el espacio canoénico de las
medias de sitios dentro de tratamientos para la acumulacién de compuestos de
naturaleza fenodlica en rama de aguacate ‘Hass’ (Observe que los sitios 3 y 4
presentaron un mayor contraste en R, en la mayoria de los tratamientos excepto

el testigo).
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Figura 1D. Representacion grafica de la ubicacion en el espacio canonico de las
medias de sitios dentro de tratamientos para la acumulacion de compuestos de
naturaleza fenodlica en fruto de aguacate ‘Hass’ (Observe que los sitios 3 y 4
presentaron un mayor contraste en R, en todos los tratamientos excepto el
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