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RESUMEN

Isabel Atlahua Lezama, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2015

Algunas enfermedades de las plantas son relacionadas con insectos. En cultivo de
cafa de azucar, ademas de sus enfermedades fungosas, la mosca pinta es una
plaga que causa heridas en las hojas al alimentarse y su poblacion de alados es
alta. Por ello se analizd su relacion transmisora de fitopatdégenos del cultivo y
evaluaron enfermedades foliares en campo. En dos fecha en septiembre de 2013
en el Municipio de Atoyac, Veracruz se colectaron 40 alados dentro del cultivo, se
dejaron alimentar en plantulas de cafia por 24 h, y en laboratorio sin desinfectar,
se lavo la superficie externa de cada insecto y sembr6 en medio de cultivo agar; y
de insectos desinfectados se sembr6 su probdscide o estilete, tubo digestivo y
recto en medio agar. En campo se muestrearon hojas con sintomas foliares
rojizos, se aislaron hongos, inocularon en plantas de cafa, identificaron y
secuenciaron. De la parte externa e interna de los alados se aislé a Curvularia y
Nigrospora. En las plantulas donde se alimentaron los alados se formaron
abundantes lesiones rojizas en nervadura central y area foliar y se aislo
Colletotrichum falcatum y Curvularia sp. De hojas de campo se aisl6 a
Colletotrichum boninense, C. gigasporum, Colletotrichum. spp., Curvularia spp., y
Nigrospora sp. Los aislamientos fueron patogénicos. Se hipotetiza que la mosca
pinta dispersa conidios fitopatdgenos entre plantas e indirectamente como
picador-chupador facilita la infeccion. Se encontr6 un complejo de especies
fungosas causando dafios foliares en cafa, y algunas no se habian documentado

en México y paises donde se cultiva cafia de azucar.

Palabras clave: Colletotrichum, Nigrospora, Curvularia, sintomatologia, cafia de

azucar, enfermedades.



ABSTRACT

Isabel Atlahua Lezama, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2015

Some plant diseases are related to insects. In sugarcane, in addition to its fungal
diseases, the spittlebug is a pest that causes wounds when feeding on the leaves
and its adult population is high. Therefore, the spittlebug’s pathogen transmission
relationship with sugarcane was analyzed and the crop’s foliar diseases evaluated
in the field. On two dates in September 2013 in the county of Atoyac, Veracruz, 40
adult spittlebugs were collected within the crop and allowed to feed on sugarcane
seedlings for 24 h. In the laboratory, without disinfecting, the outer surface of each
insect was washed and seeded in agar culture medium; in the case of disinfected
insects, their proboscis or stylet, digestive tract and rectum were seeded in agar
medium. In the field, leaves with reddish leaf symptoms were sampled, and fungi
were isolated, inoculated in sugarcane plants, identified and sequenced.
Curvularia and Nigrospora were isolated from the external and internal part of the
adult spittlebugs. In the seedlings where the adult specimens fed, abundant
reddish lesions formed on the midrib and leaf area, and Colletotrichum falcatum
and Curvularia sp. were isolated. Colletotrichum boninense, C. gigasporum, C.
spp., Curvularia spp., and Nigrospora sp. were isolated from the leaves in the field.
The isolates were pathogenic. It is hypothesized that the spittlebug disperses
phytopathogenic conidia among plants indirectly because its piercing-sucking
eating habit facilitates infection. We found a complex of fungal species that cause
foliar damage in sugarcane, and some had yet to be documented in Mexico and

other countries where sugarcane is grown.

Keywords: Colletotrichum, Nigrospora, Curvularia, symptoms, sugarcane

diseases.
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1. INTRODUCCION

La cafa de azucar, Saccharum officinarum L. (Poaceae) es una planta perenne
gue es cultivada en las regiones tropicales y subtropicales, es uno de los cultivos
mas antiguos del mundo y de gran importancia agroindustrial; se cultiva en mas
de 130 paises; como Brasil, la India, seguidos de China, Tailandia, Pakistan y
México (Inman-Bamber, 2005; Abdel-Rahman, 2008; Aguilar-Rivera, 2007; FNP,
2009; FAOSTAT, 2013). En Meéxico el cultivo de la cafia de azlcar es una
actividad agricola de gran importancia ya que se produce en 227 municipios
ubicados en 15 estados como Veracruz, Jalisco, San Luis Potosi, Morelos,
Sinaloa, Colima, Michoacan, Nayarit, Puebla, Tabasco, Chiapas, Oaxaca,
Quintana Roo, Campeche y Tamaulipas (Aguilar-Rivera et al., 2009; Mata-
Vazquez, 2014; CNPR, 2014).

A nivel estado, Veracruz es considerado lider en produccion a nivel nacional
ademas de contar con gran diversidad agroclimatica y potencial productivo, en la
zafra 2013 se reportan 22 653 515 ton cafia industrializadas, para la zafra 2014
ocupa el 34.94% de la superficie para siembra y se reportaron 22 496 634
toneladas industrializadas que originaron 2 522 967 toneladas de azucar y un
rendimiento de fabrica de 11.21% (CONADESUCA, 2015)

El cultivo se ve afectado por plagas como mosca pinta, barrenadores y
microorganismos patdgenos dentro de los que destacan hongos, bacterias, virus,
fitoplasmas y nematodos, estos factores reducen la produccién y causan el
deterioro fenoldgico en tallos y hojas, asi como la inversién de los azlcares, lo
gue redunda en la calidad de los jugos de la cafia de azucar (Agnihotri, 1990;
Alexander y Viswanathan, 1996; Salazar y Oviedo, 2006).

Las principales enfermedades causadas por hongos son el carbon, roya café, roya
naranja, mancha o peca amarilla y la pudricion del tallo o muermo rojo

(Colletotrichum falcatum Went, 1993), esta Ultima se ha observado que su



diseminacion puede ser favorecida por los dafios mecanicos ocasionados por
plagas como la mosca pinta (Aeneolamia albofasciata), esta plaga causa dafios
severos principalmente por heridas que provoca al alimentarse; insertando su
estilete en los haces vasculares de las plantas, en las hojas se ha observado que
la zona afectada se torna color ocre y se extiende a lo largo del borde de las
laminas foliares limitando la fotosintesis y provocando su muerte (Thompson y
Ledn, 2005).

En este sentido las heridas ocasionadas por insectos adultos pueden constituir el
primer paso para la entrada y establecimiento del microorganismos patégenos
gue ocasionan lesiones en los tejidos foliares, y en consecuencia la posible causa
del deterioro fenoldgico y reducciones en el Pol, Brix, calidad del jugo y el
aumento en el porcentaje de fibra, ademas de reducir el peso de la cafia hasta en
un 29% vy las pérdidas en la recuperacion de azucar en un 31% (Hussnain y
Afganas 2006).



1.1. JUSTIFICACION

Las lesiones en el tejido foliar de cafia de azUcar ocasiona una seria disminucion
en el area disponible para la fotosintesis y la productividad de la cafa, estas
lesiones provocan que las hojas se sequen gradualmente y se reduzca el
desarrollo del cultivo, Pol, Brix, calidad del jugo y el aumento en el porcentaje de
fibra, ademas de reducir el peso de la cafia hasta un 29% y las pérdidas en la
recuperacion de azucar en un 31% (Hussnain y Afganas 2006).

Las lesiones foliares se traducen en pérdidas econdmicas y de produccion, a nivel
mundial. La produccion actual de azlcar se ubica en 1,450 millones de toneladas
de 22 millones de hectareas alrededor del mundo; México en el 2012, obtuvo una
produccion de 5.1 millones de toneladas de azucar, el valor generado fue de 53.6
mil millones de pesos, en donde el 57% se distribuyd entre los 164 mil
productores (DOF, 2014 y NETAFIM 2015).

CONADESUCA (2015) reporto a nivel nacional 790 481 211 hectareas
cosechadas aportan 58 037 815 de toneladas de cafia que se industrializan de las
que 22 496 634 toneladas las aporta el estado de Veracruz con rendimiento
promedio de 75 toneladas por hectarea. Veracruz se considera el estado con
mayor produccion de azucar, al contar con 22 ingenios de los 57 que tiene el pais

y su produccién representa el 34% del total nacional.

Finalmente, el presente estudio destaca la importancia de conocer el agente
causal del dafio foliar a partir de la insercién del estile por parte de la mosca pinta
y como a partir de ese momento se desatan una serie de mecanismos de accion
de parte de la planta y de agentes patdégenos como los hongos que penetran
mediante sus hifas y se extienden por los haces vasculares de las hojas

dependiendo de la especie y su naturaleza biolégica.



1.2. OBJETIVO GENERAL

Identificar los microorganismos presentes en las lesiones foliares por efecto de la

mosca pinta, Aeneolamia albofasciata.

1.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la presencia de microorganismos en la parte externa de los
adultos de mosca pinta.

e Determinar los microorganismos presentes en la parte interna de los
adultos de mosca pinta.

e Aislar, identificar y caracterizar morfologica, cultural y molecular los
microorganismos que se presentan en las areas foliares donde inserta el

estilete de la mosca pinta.

1.2.2. HIPOTESIS

La mosca pinta ocasiona heridas en las hojas mediante la insercion de su estilete
lo que constituyen la puerta de entrada para el establecimiento y desarrollo de

microorganismos patdgenos en la cafia de azlcar.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. El cultivo de la cafia de azlUcar

El cultivo de la cafia de azucar se estableci6 en México por los espafioles a
mediados del siglo XVI. Entre los afios 1522-1523 se establecid en Santiago
Tuxtla, Ver., dando inicio en 1534 la fabricacién de azucar en el ingenio Tepeca
(Sandoval, 1951). Este cultivo ha tenido un incremento constante, principalmente
en la superficie de cultivo y al mejoramiento de las técnicas agricolas; la cafia de
azucar se cataloga entre los cinco productos basicos alimenticios junto con el

maiz, frijol, trigo y café (Flores, 1997).

La cafia de azucar se produce en diversos paises incluyendo México
principalmente en 15 de sus entidades federativas y se cultivan aproximadamente
en 610,000 ha? con un volumen productivo de 51, 090,720 toneladas anuales,
aportando 65% de la produccion mundial de azlcar, beneficiando a 12 millones de
personas (Carson y Botha, 2002; COAAZUCAR 2004; SAGARPA 2005a; SIAP,
2008).

2.1.1. Taxonomia de la cafia de azlcar (S. officinarum L).

La cafia de azUcar es una planta tropical perenne que pertenece a la familia de las
gramineas (Poaceae) de genero Saccharum (Fiallos Encalada y Quilambaqui
Jara, 2010). La cafa de azUcar ha variado sistematicamente en los nombres de
su escala taxondémica, sin embargo, algunos autores ponen en duda la existencia
de las especies sinense y edule, indicando que son hibridos de estas especies
con géneros afines, como Miscanthus pero datos moleculares muestran solo dos
verdaderas especies del género Saccharum, llamado S. spontaneum y S.
officinarum , que incluyen el salvaje S. robustum y las carreras S. barberi, S.
sinense y S. edule (Irvine, 1999; Grivet et al., 2004; De Souza, 2013). Finalmente

existe consenso en la taxonomia siguiente (Cuadro 1).



Cuadro 1. Clasificacion taxonotmica de la cafia de azUcar de acuerdo a
Takthanjan (1996); GRIN (2015); ITIS (2015)

Reino: Vegetal
Subreino: Viridiplantae
Division: Tracheophyta- plantas vasculares, traqueofitas

Subdivision: Spermatophytina- spermatophytes

Clase: Monocotiledoneas
Orden: Poales
Familia: Poaceae *

Subfamilia: Panicoideae

Tribu: Andropogonae
Subtribu: Sacarineae
Genero: Saccharum
Especie: officinarum L

*anteriormente Gramineae

S. officinarum es conocida como “cafia noble”, por su alto contenido de sacarosa
gue presenta y su bajo contenido de fibra ademéas de que sus tallos son altos,
vigorosos y gruesos de 2 a 3 m de longitud y varian en color pudiendo ser verde,
rosado o purpura asi mismo se considera, desde el punto de vista botanico, como
el fruto agricola (Taupier, 1983; Ruiz, 1995).

2.1.2. Importancia econdmica de la cafia de azlcar

La cafla de azlUcar se produce en diversos paises incluyendo México
principalmente en 15 de sus entidades federativas y se cultivan aproximadamente
en 610,000 ha con un volumen productivo de 51, 090,720 toneladas anuales,
aportando 65% de la produccion mundial de azucar, beneficiando a 12 millones de



personas (Carson y Botha, 2002; COAAZUCAR 2004; SAGARPA 2005b; SIAP,
2008).

En la zafra 2003-2004 el area cosechada de cafa de azucar fue de
aproximadamente 610,000 ha! con rendimiento promedio de campo de 74,6 t-ha*
y precio promedio de $32,6 US por tonelada (COAAZUCAR 2004; SAGARPA
2005a). México ocupo el sexto lugar en el mundo dentro de los principales paises
productores, en el 2005 con 45,126 millones de toneladas y en el 2007 se reporto
que la produccion de azucar fue de 147 millones de toneladas, en donde México
aporto 3.8% de la producciéon (PRONAC, 2007 y FAO, 2008). Este cultivo desde
su siembra hasta la cosecha genera mas de dos millones de empleos de forma
directa e indirecta contribuyendo una fuente de ingreso estable para gran niumero
de personas (Flores, 2007).

Reportes de SIAP (2011), mencionan que en México hasta el 2011 se cultivaban
aproximadamente 700, 000 hectareas distribuidas en las areas de influencia de 58
ingenios azucareros en las regiones del Pacifico, Centro, Sur y Huastecas. Asi
mismo, Veracruz es uno de los estados de mayor produccién de azucar, al contar
con 22 ingenios de los 57 que tiene el pais y su produccion representa el 34% del

total nacional.

La produccién actual se ubica en 1,450 millones de toneladas de azucar de 22
millones de hectéreas alrededor del mundo siendo los paises productores lideres
Brasil e India, con aproximadamente 60% de la produccion mundial (NETAFIM
2015).

En la figura 1 se ilustra la produccion de cafia de azucar desde el 2007 hasta el

2013. Destaca el 2012, en donde se obtuvo una produccién de 5.1 millones de



toneladas de azulcar, el valor generado fue de 53.6 mil millones de pesos, en
donde el 57% se distribuyé entre los 164 mil productores. Esta actividad
represento el 4.7% del Producto Interno Bruto (PIB) del sector primario y el 2.3%
del PIB manufacturero en ese afio (DOF, 2014).

61, 438, 539

49,025, 605 48, 304, 648

46,231, 229
l I 42,516,838 43,370,283 44,131,570

2006/07 2007/08 2008/09 2009/10 2010/11 2011/12 2012/13

Figura 1. Produccion de cafia de azUcar (toneladas) Ciclos 2006/07 a 2012/13.
Fuente: CONADESUCA. Produccion de cafa de azucar (toneladas) SAGARPA
(2014).

2.1.3. Crecimiento vegetativo de la cafia de azucar

Se conoce como crecimiento vegetativo al aumento contintio del tamafio de las
plantas, el cual es un proceso fundamental que esté relacionado con la formacion
de nuevas células, tejidos y 6rganos; asi como también el aumento de volumen. A
medida que la planta va aumentando de tamafio forma nuevos 6rganos como
hojas, raices y tallos hasta llegar a su madurez total. En el caso de las plantas
perennes, los Organos pueden seguir formandose en areas meristematicas

especiales proporcionando un sistema abierto de crecimiento (Maximov, 1954).

El crecimiento no es uniforme en todas las plantas ya que solo se encuentra
especializado en las zonas meristematicas. La gran produccién de hojas y tallos



puede producir alrededor de 45 ton de masa seca al afio por hectarea; la parte
aérea produce alrededor de 22 ton de azucar al aflo por hectarea (Moore y
Maretzki, 1996). Se propaga convencionalmente de manera vegetativa por medio
de estacas o esquejes, el crecimiento de los tallos es lento y se acentua con las

condiciones ambientales y la humedad del suelo (Moore, 1987).

Las cuatro fases de crecimiento de la cafia de azucar son: fase de brotacion y
emergencia o establecimiento; fase de amacollamiento y cierre de la plantacion;
fase de crecimiento rapido o de gran crecimiento, y maduracion y cosecha
(Cheavegatti-Gianotto et al., 2011; Patishtan-Pérez et al., 2014).

Brotacion y emergencia. Proceso que inicia cuando el cultivo esta recién plantado
y aun no ocurre la emergencia o germinacion, después de los 10 a 15 dias de la
brotacion, se produce la emergencia de tallos. Macollamiento y cierre de la
plantacion. Se inicia la proliferacion de tallos, desarrollo de raices y follaje en
mayor numero. Gran crecimiento. El desarrollo es mas vigoroso, con porte erecto
y mayor numero de hojas por tallo. Maduracién y cosecha. La maduracion, es la
etapa final de crecimiento y almacenaje de sacarosa en los tallos para finalmente

hacer el corte (Patishtan-Pérez et al., 2014).

La cafia de azucar tiene dos ciclos de crecimiento. El ciclo planta, comienza con la
siembra y termina después de la primera cosecha; el ciclo soca, comienza
después de la cosecha planta y continGa con ciclos de cultivo hasta la renovacion
de campo (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011) (figura 2).



= plant-cane cycle
——3 ratoon cycle

Figura 2. Ciclo fenolégico de cafia de azlcar. (a) Tallo utilizados para la siembra;
(b) Brotacion de yemas y enraizamiento; (c) inicio de amacollamiento; (d)
amacollamiento intenso; (e) Maduracion; (f) Concentracion de sacarosa 6ptima;
(g9) Cosecha; (h) Soca. (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011)
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2.1.4. Variedades comerciales de cafia de azUcar

Los trabajos de mejoramiento genético de la cafia de azucar que se realizaron en
el periodo de 1970 al 2000 dieron como resultado méas de 50 variedades de buena
calidad agroindustrial, que para ese entonces cubrieron 400 000 hectéareas, en las
gue destacaron la Mex 57-473, Mex 68-P-23, Mex 69-290 y Mex 79-431 (Flores,
2001).

Estas variedades se caracterizan por su alto rendimiento y adaptabilidad a las
condiciones climéticas y edaficas de las regiones cafieras. En el cuadro 2 se
reporta la superficie sembrada de las variedades de cafia de azlcar. Las
principales ocupan el 78% predominando la variedad CP-72-2086 seguida de la
variedad Mex 69-290. La primera tiene alto contenido de sacarosa pero es
susceptible a algunas enfermedades entre ellas la hoja amarilla, raya roja y

mosaico.

Cuadro 2. Censo de variedades de la cafia de azUcar industrializadas en México,
durante la zafra 2010-2011.

NUum  Variedad y cruza Superficie (ha)
1 CP 72-2086 (CP 62-374 x CP 63-588) 212 678.20
2 Mex 69-290 (Mex 56-476 x Mex 53-142) 72 427.16
3 Mex 79-431 (Co 421 x Mex 57-473) 53 666.82
4 Mex 68-P-23 (Mex 59-89 x ?) 29 186.87
5 Mex 57-473 (CB 40-77 x CP 43-73) 22 680.81
6 RD 75-11 (CB 38-22 x CP57-603) 20 147.48
7 ITV 92-1424 (CP 72-2086 x ?) 9190.40
8 ZMex 55-32 (Q 50 x CP 43-33) 8809.45
9 MY 55-14 (CP 34-79 x B 45-181) 8608.58
10 SP 70-1284 (CB 41-76 x ?) 8115.32
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2.1.4.1. Variedad comercial CP 72-2086

La variedad CP 72-2086 es proveniente del cruce entre CP62-374 x CP63-588
resultado de investigaciones colaboraciéon con el Departamento de Agricultura
de Estados Unidos- Servicio de Investigacion Agricola, la Universidad de Florida
y la Liga de Caiicultores de Florida en 1967 y fue liberada a la industria azucarera

en 1972y fue introducida a México.

Es una de las variedades precoces mas difundida en México y Centroamérica,
con un porcentaje de contenido de sacarosa de 13.19% y rendimiento de 120
ton/ha (De Souza et al. 1994). Esta variedad presenta tallos erectos, la coloracion
del tallo verde avinado cuando es expuesto al sol y color verde claro cuando esta
cubierta por la vaina; los tallos presentan cera color blanco y en ocasiones negra.
El didmetro del entrenudo del tallo es de 3 a 3.5 cm con yema media de forma
pentagonal y ligeramente abultada; hojas erectas, con apice curvado y de anchura

media.

2.1.4.2. Variedad comercial MEX 69-290

Esta variedad presenta tallos de alrededor de 3.3 m son considerados medianos y
de crecimiento semirecto. Tallos color amarillo-verdoso cilindricos con abundante
ceray con longitud de 12 cm y diametro de 3 cm, presentan yema con canal ligero
y puede no abarcar toda la longitud del entrenudo, sin ser constante. La corteza
es lisa pero presenta fisuras acorchadas del tercio medio hacia la base dando
apariencia rugosa. La lamina foliar mide 165 cm y es considerada como larga con

anchura de 5 cm (Gémez-Merino y Senties-Herrera, 2015).
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2.2. Principales plagas de la cafia de azucar

Salgado et al. (2003) mencionan que las plagas de este cultivo son uno de los
principales factores negativos para la produccion de azucar a nivel mundial.
Destacando la importancia econdmica se enlistan las siguientes plagas: mosca
pinta (Aeneolamia spp), rata de campo (Sigmodon hispidus), la tuza
(Orthogeomys hispidus) y el barrenador del tallos (Diatraea spp). Durante los
ultimos diez afios el nUmero de organismos patdgenos y agentes etioldégicos que
se presentan en este cultivo se ha ido incrementando considerablemente.
Actualmente se conocen 125 enfermedades en los 109 paises y regiones

caferas.

2.2.1. Mosca pinta o salivazo (A. albofasciata)

Peck (2001) resalta que el conocimiento de la distribucién geografica y diversidad
taxonomica del salivazo es fundamental para realizar el control de la plaga. Lo
gue implica dos retos, el primero de ellos es la variacion biologica, ecologica y el
impacto; el segundo, la variacion en habitats y sistemas de produccion del cultivo.
Destacando que esta Ultima es la mas importante para el control del insecto plaga.
Lo que implica describir la asociacion entre insecto y habitat en las diferentes
zonas cafieras, de esta manera es posible fortalecer el reconocimiento de los

patrones y la variacion que muestra la plaga.

El nombre de esta plaga en estado inmaduro puede variar segun el pais donde se
localice, por lo que en Nicaragua se le llama “salivita”, “mion de los pastos” en
Colombia, “cigarrinha” en Brasil, “candelilla” en Venezuela, “salivazo”, en Costa
Rica “baba de culebra®, “salivazo”, “mosca pinta” en México, “Spittlebugs” y

“Froghoppers” en USA, y “chinche salivosa” en Guatemala.
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2.2.2. Caracterizacion taxondémica de la mosca pinta (A. albofasciata)

Cryan y Svenson, (2010) mencionan que la superfamilia de insectos Cercopoidea
(Hemiptera: Auchenorrhyncha: Cicadomorpha) comprende aproximadamente
3,000 especies descritas, distribuidos en aproximadamente 340 géneros en cinco
familias  (Cercopidae, Aphrophoridae, Clastopteridae, Machaerotidae vy
Epipygidae). Existen 11 géneros de la familia Cercopidae (Homoptera) de los
cuales algunas especies atacan gramineas en zonas neotropicales como la cafia
de azucar, entre estos géneros se encuentra Aeneolamia sp. Este complejo de
especies atacan gramineas desde el sur de Estados Unidos de América hasta el
norte de Argentina y desde cero hasta 3000 msnm (Peck, 2001). Especies
descritas dentro del género Aeneolamia estan distribuidas desde México hasta
Argentina y son plagas importantes para gramineas como cafia de azucar y
pastos: A. albofasciata (Lallemand), A. bogotensis, A. flavilatera (Urich), A.

lepidior, A. contigua (postica) (Walker) y A. reducta, A. selecta (Walker) (Peck).

Los adultos de la especie cercopidae tienen coloracién brillante en patrones
visibles en las alas anteriores, pronoto, la cabeza y/o piernas (Carvalho y Webb,
2005; Thompson y Ledn Gonzalez, 2005). Caracteristicas morfolégicas: escutelo
casi tan largo como ancho, fosas antenales relativamente poco profundas sin

ocultar las bases de las antenas y ojos globulares compuestos (Dietrich, 2005).

Categoria Nombre
Phylum Arthropoda
Subphylum Uniramia

Clase Insecta

Orden Hemipterat

Sub orden Auchenorryncha
Superfamilia Cicadoidea
Familia Cercopidae
Género Aeneolamia
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2.2.3. Ciclo biolégico de mosca pinta (A. albofasciata)

Los cercopidos, como la mosca, pinta presentan metamorfosis gradual o sencilla
denominada paurometabola que se caracteriza por los estados de huevo, ninfa y
adulto en el ciclo biologico de los insectos y porque las formas jovenes o ninfas

tienen una forma similar al insecto adulto.

Martin et al. (1995); mencionan que el ciclo biolégico se inicia desde el
apareamiento de adultos, fines del mes de octubre y los primero dias de
noviembre. Los huevos diapausicos son depositados a finales de la época de
lluvias, permanecen en este estado durante todo el periodo de sequia hasta el
inicio de las lluvias (mayo a junio), razon por la cual la primera generacion de
salivazo generalmente coincide con el inicio de las lluvias e incremento de la
temperatura. Los huevos no diapausicos eclosionan poco tiempo después de la
ovoposicién (10 a 20 dias) en la figura 3 se concentran la informacién sobre el

ciclo biologico de Aeneolamia spp (Hernandez-Rosas et al., (2010).

N
Adulto, 1
7 -9dias

Ninfa o Salivazo,
20 - 30 dias

Figura 3. Ciclo biolégico de mosca pinta. Desarrollo de los diferentes instares de
la mosca pinta, Aeneolamia albofasciata en la zonas del Golfo de México (25-28
°Cy 70% HR). Hernandez-Rosas et al., (2010).
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2.2.3.1. Huevo

La hembra pone entre 40 a 100 huevos a 2 cm de profundidad, cerca de la cepa
de cafla de azUcar. Los huevos de mosca pinta recién ovipositados presentan
forma oval, coloracion amarillo cremoso, no distinguiéndose ninguna estructura en
especial, con superficie lisa y aproximadamente 1 mm de longitud y 0.3 mm de
diametro, (Vargas, 1970; Sanchez, 2005; Garza y Sanchez, 2007).

Linares (2002) menciona que la humedad relativa juega un papel importante para
el desarrollo del huevo influyendo en el periodo de incubacion; cuando las
condiciones de humedad es de 80 6 90% con temperatura de 26 °C los huevos
incuban por un periodo de 15 dias, con un rango de 12 a 18 dias; si las
condiciones son baja humedad relativa el periodo de incubacion puede
prolongarse a 20 6 30 dias (sin diapausa), y en ocasiones se inhibe la incubacion
y los huevos entran en diapausa mediana, eclosionan de 30 a 90 dias (diciembre-
enero) y diapausa larga que tardan en eclosionar mas de 90 dias (agosto-
noviembre), (Figueredo et al., 2012; Garza y Sanchez, 2007), de esta manera el
desarrollo del huevo puede durar de unos pocos dias hasta casi un afio. Esta
caracteristica hace coincidir las mayores poblaciones durante el periodo menos
lluvioso y esta a su vez es responsable de una eclosion continua de huevos

durante todo el afio observandose asi la mezcla de poblaciones.

Los huevos pasan por cuatro fases de desarrollo y la duracion promedio del
desarrollo es de 18 dias. En la fase uno, los huevos son de color amarillo y sin
evidencia de desarrollo. En la fase dos, hay una mancha localizada debajo de la
linea de eclosion. En la fase tres, la linea de eclosion esta abierta y la superficie
negra del opérculo estad expuesta. En la fase cuatro, hay un par de puntos a los
costados del corién, y otra pareja al lado de la linea de eclosién que representan

los ojos (Rodriguez et al., 2003).
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2.2.3.2. Ninfa o salivazo

La espuma es formada por una sustancia de consistencia mucilaginosa que es
secretada por glandulas hipodérmicas grandes, que estan situadas a nivel de la
region pleural del séptimo y octavo segmento abdominal y se denominan
glandulas de Batelli. La sustancia que secreta el salivazo esta compuesta en su
mayor parte de un amino-azlcar y por el exceso de liquido que extraen de la
planta al alimentarse, misma que sirve como mecanismo de defensa y las protege

de la desecacion y de enemigos naturales (CIAT, 1982).

Las ninfas recién eclosionadas estan desprovistas de zonas quitinizadas, son
sumamente activas e inmediatamente buscan refugio en las partes humedas y
sombreadas de la base de las plantas en donde inician su alimentacion, algunas
ninfas permanecen al pie de la cepa y suelo alimentandose de la raiz superficial,
algunas otras se dirigen hacia el cogollo, para alimentarse de la savia.

Durante el desarrollo de las ninfas, se pueden identificar cinco instares o estadios
gue pueden variar segun las condiciones de temperatura y cuando estas son
favorables el desarrollo ocurre entre 40 a 50 dias, al final de cada instar la ninfa
sufre una muda y aumento de tamafio, desarrollando progresivamente las
estructuras alares y reproductivas (Fagan y Kuitert, 1969; Rodriguez et al., 2003;

Peck, 2003 y Thompson y Gonzales Ledn, 2005).

En el primer estadio, las ninfas son muy pequefias, con escasa espuma, su
cuerpo es de color blanco o blanco cremoso, sus alas son vestigiales y apenas
distinguibles, sus patas se ven alargadas y son torpes al caminar estas se
esconden en la superficie del suelo o entre la hojarasca (Coronado, 1978).

En el segundo estadio ninfal las ninfas conservan su color inicial, sus alas
vestigiales se distinguen al final del estadio cubriendo la mitad del primer
segmento abdominal, su cabeza oscurece un poco Yy la parte dorsal del térax es

también amarillo grisaceo, el abdomen es abultado como consecuencia de la
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alimentacion y la masa espumosa que la protege, y es de mayor tamafio
(Coronado, 1978).

Durante el tercer estadio las ninfas tienen una tonalidad cremosa y el color de la
cabeza y la parte dorsal del torax es de tonalidad café-amarillenta o grisacea,
contrastando con la coloracion del cuerpo. Las alas son mas desarrolladas,
alcanzando la mitad del segundo segmento abdominal, son de color que puede
varia de blanco-amarillento a café-amarillento, este instar estadio es similar al

cuarto estadio, solo destaca el aumento de tamafio (Bodegas, 1973).

El quinto estadio es una etapa de transicién entre el estado ninfal y el adulto. La
ninfa deja de secretar la saliva y completa la formacion de sus alas, aunque
inicialmente se observan descoloridas, combinando su coloracion a través del
tiempo. En esta transicion se distinguen dos fases, el temprano y el tardio. Al
emerger el adulto permanece inmovil y es color blanco; al tener contacto con el
aire, el cuerpo y las alas van adquiriendo su color normal. Durante los dltimos
instares, las ninfas se trasladan hacia las vainas mas viejas del tallo donde
permanecen hasta transformarse en adultos (CIAT, 1982; Thompson y Gonzales,
2005).

2.2.3.3. Adulto

El macho de Aeneolamia spp. mide de 7 a 8 mm de largo y la hembra es
ligeramente mas grande, sus dimensiones son de 8 a 9 mm de largoy de 5 a 6
mm de ancho. El cuerpo tiene una forma oval, la cabeza es de color obscuro o
negro brillante, ojos simples (ocelos) muy cercanos uno del otro, aparte de los
0jos compuestos que se encuentran desarrollados. Las antenas estan formadas
por tres segmentos, el Ultimo es muy corto y esta provisto de dos cerdas. Las alas
anteriores (superiores o primer par de alas) son mas gruesas que las inferiores,
tienen color café oscuro y en algunas especies las atraviesan dos bandas

transversales de color amarillo claro, las alas inferiores son de consistencia
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membranosa. Las patas son de color obscuro, el abdomen esta formado por
nueve segmentos visibles, los dos primeros se encuentran reducidos. El tiempo
promedio de vida del adulto es variable dependiendo de la especie (Rodriguez et
al., 2003).

Los adultos viven de seis a nueve dias y tienen la capacidad de copular desde el
segundo dia de emergencia (Sanchez, 2005; Flores, 2007). Cuando la hembra es
fecundada inicia la ovoposicion alrededor de la cepa, depositando de 40 a 100
huevecillos; dando inicio a una nueva generacion. Los huevecillos permanecen 10
a 15 dias para su nacencia y la aparicion de nuevas ninfas, repitiendo el mismo
mecanismo para convertirse en adulto. La rapidez en el incremento de la
poblacién esta estrechamente relacionada con la infestacion, presencia de ninfas
y adultos, condiciones climaticas favorables y con la intensidad de los dafios

causados.

2.2.4. Distribucion de la mosca pinta (A. albofasciata)

Gomez (2007) menciona que Aeneolamia spp en los ultimos 50 afios, constituye
un factor bidtico limitante del agroecosistema cafia de azlcar en paises del
neotrépico donde se produce el cultivo. Esta plaga es un insecto neotropical que
se hospeda principalmente en gramineas silvestres y que se han adaptado a

zonas cafieras (Flores, 2007).

Miranda (1999); Bautista-Galvez y Gonzales-Cortes (2005) y Bautista (2006)
indican que la distribucién de la mosca pinta en México comprende la vertiente del
Golfo: el Sur del Estado de Tamaulipas, Nuevo Leon, la Huasteca Potosina,
Veracruz, Hidalgo, Puebla, Campeche, Yucatan y Quintana Roo; y en el Pacifico
en los Estados de Chiapas, Oaxaca, Guerrero, Colima, Nayarit, Tabasco, Sinaloa

y Sonora.

Urich y Heidemann (1913) y Flores (2007) reportaron la presencia de salivazo en
el municipio de Jesus Carranza, Ver., en 1951 el salivazo (Aeneolamia spp. y

Prosapia spp.), comenzé a distribuirse por la vertiente del Golfo de México y en
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muchas areas de pastizales forrajeros. La mosca pinta es considerada como la
segunda plaga de mayor importancia ya que en la ultima década se ha extendido
por todas las regiones cafieras y en mas de 2 000 000 ha de pastos forrajeros en
los estados de la vertiente del Golfo de México y del Pacifico (Riess y Flores,
1976; Flores, 2007, CONADESUCA 2011).

2.2.5. Dafio de la mosca pinta (A. albofasciata)

Los adultos perforan hojas, succionan la savia y a su vez inyectan toxinas en el
tejido parenquimatoso de la planta donde se manifiestan lesiones, en donde
presenta rayas de color amarillo-rojizo o pardo-rojizo en el punto de succion. En la
figura 4 se observa la necrosis del tejido, lo que ocasiona una seria disminucién
en el area disponible para la fotosintesis y la productividad de la cafia, provocando
gue las hojas se sequen gradualmente. Las lesiones miden aproximadamente 2 o
3 milimetros de largo y se extienden a lo largo y van tornandose a una coloracion
mas oscura que se prolonga hasta un centimetro (Carr y Eubanks, 2002; Gomez,
2007).

Flores (2007) reporta que una poblacion mayor a 10 insectos por cepa causa la
reduccion de entre 3 a 6 toneladas de cafa por hectarea. Cuando el nUmero de
individuos es alto pueden causar la muerte de la planta, el dafio que causa el
insecto reduce el desarrollo del cultivo, el tonelaje y sacarosa hasta 34%.
Mendoza (2001) menciona que Brasil se ha tenido pérdidas agricolas e
industriales hasta de un 60% lo que hace ver el grave dafio que puede ocasionar

esta plaga agricola.

La edad de la cafia de azulcar influye en la intensidad del dafio del insecto,
cuando el cultivo tiene menos de seis meses, los dafios son menores, pero
disminuye el desarrollo del cultivo. Los adultos se ven beneficiados cuando las
plantas son resocas y el terreno tiene problemas con el drenaje de agua
superficial e interno, ya que los adultos pueden depositar sus huevos en un medio

apropiado para el desarrollo de nuevas generaciones (Ortega, 1987).
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Figura 4. Bandas necréticas causadas por mosca pinta, que disminuyen el area
para que se lleve a cabo la fotosintesis (CENICANA, 2007)

2.2.6. Importancia econdémica de las plagas de cafia de aztucar

La mosca pinta o salivazo A. albofasciata (Hemiptera: Cercopidae) se considera
una de las principales plagas de la cafia de azucar en México, se estima que una
poblacién superior a 10 insectos adultos por cepa puede causar una reduccion de
3 a 6 ton hal. Salazar y Badilla (1997) reportan que un nimero mayor de tres
adultos y cinco ninfas por tallo reducen aproximadamente el 30% del rendimiento
del cultivo. EI género Aeneolamia es considerado una de las plagas mas

importantes del centro y sur de América debido a que pueden llegar a provocar el
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70% de reduccién de los rendimientos agricolas de las areas infestadas

(Thompson y Ledn Gonzéalez, 2005).

2.3. Principales enfermedades de la cafia de azucar

2.3.1. Importancia econdémica de las enfermedades de la cafia de azucar

Chinea y Rodriguez (1994) y Salgado et al. (2012) mencionan que en la
actualidad se han descrito mas de 200 enfermedades de cafia de azucar a nivel
mundial, de estas 58 han sido reportadas en Brasil y 57 en Cuba. Salgado et al.
(2013) mencionan que una enfermedad se desarrolla y establece cuando existen
por lo menos las tres condiciones siguientes: la siembra de variedades
susceptibles, la presencia del inoculo del patégeno virulento y la presencia de

condiciones ambientales favorables.

Segun Cook (1932) enfermedades como la pudricion roja del tallo, el corazén
negro y el mal de la corteza se reportaron como las primeras enfermedades en
México. Afos después se menciono la existencia de la marchitez, el Pokkah-
boeng, la mancha de anillo y la mancha roja de la vaina, estas Ultimas cuatro no

ocasionaban dafos de importancia.

En el afio de 1946 al 47 el Banco de México financio la investigacion sobre las
enfermedades presentes en la cafia de azucar, monitoreando las diferentes zonas
cafieras del pais para reconocer e identificar las especies de hongos, bacterias y
virus presentes en cultivos comerciales, dicha investigacion se tituld “La Industria
Azucarera de Meéxico” y fue publicado en 1953. En esta publicacion se
mencionaron las siguientes enfermedades presentes en la cafia de azlcar:
Mosaico de la hoja, raya roja de las hojas, pudricion de la raiz, pudricion por
Marasmius, pudricion de la vaina, pudricion roja del tallo, Pokkah-boeng, mancha
de ojo, mancha de anillo, mancha roja de la vaina, peca o mancha café, corazén
negro del tallo, enfermedad de la corteza, rofia de la vaina, pudricion seca
(fisioloégica) y clorosis caliza (deficiencia) (Chilton, 1953).
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Cuadro 3. Nombres comunes de las principales enfermedades de la cafa de
azucar y agentes causales, sugeridos en el taller de patologia de ISSIT realizado
en Luisiana, Garcia, 1984)

No.

1

© 00 N o o b~

11

12
13
14
15
16

17
18

19

Nombre comun

Mosaico Estriado

Hoja Amarilla

Raya Roja

Escaldadura de la hoja
Raquitismo

Carbdn

Roya café

Roya Naranja

Mancha o Peca Amarilla

Pokkah Boeng

Mancha de ojo

Mancha de anillo

Mancha café

Mal de pifia

Pudricion de la raiz
Pudricion de la base del
tallo

Pudricion del tallo
Pudricion roja del tallo y
de la nervadura

Pudricién roja de la vaina

Agente causal / vector

Virus mosaico Estriado de la Cana de

AzUcar

Virus de la hoja amarilla de la cafia de

azucar

Fitoplasma del Amarillamiento de la Cafia

de Azlcar

Pseudomonas rubrilineans (Lee et al)

Stapp

Xanthomonas albilinelans (Ashby)Dowson

Clavibacter xyli Subs. Xyli Davis

Ustilago scitaminea H. Syd & P Syd

Puccinia melanocephala H. Syd & P Syd

Puccinia kuehnii

Mycovellosiella

koepkei

(Kruger)

Deighthon= Cercospora koepkei Kruger

Gibberella fujikuroi, Fusarium moniliforme

Sheldon
Bipolaris  saccharis

Shoemaker

(Bult.

&Khan)

Lepthosphaeria sacchari B de Haan

Cochliobolus longipes Bulter

Ceratocystis paradoxa (Dade) Moreau

Pythium arrhenomanes Dresch

Marasmius sacchari Wakk

Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw

Glomerella tucumanensis (Speg.) Arx &

Muller = Colletotrichum falcatum Went.

Pellicularia rolfsii
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Patégeno
Virus (SCSMV)

Virus (SCYLV)
Fitoplasma
(SCYP)

Bacteria

Bacteria
Bacteria
Hongo
Hongo
Hongo

Hongo
Hongo
Hongo
Hongo
Hongo
Hongo
Hongo

Hongo

Hongo

Hongo

Hongo



2.3.2. Pudricion Roja del tallo o muermo rojo (Colletotrichum falcatum)

El muermo rojo o pudricién roja es causada por Colletotrichum falcatum Went
(1983) llamado asi en su estado anamorfo y Glomerella tucumanensis Arx &
Muller (1954) en su estado teleomorfo. Esta enfermedad se encuentra en todo el
mundo, principalmente en la Pakistan, Bangladesh, Australia, Taiwan y Tailandia
(Crouch & Beirn, 2009; Satyavir, 2003; Viswanathan y Samiyappan, 2002).

Este patdgeno puede establecerse en cualquier parte de la planta aunque Singh
et al (2008) mencionan que C. falcatum entra y se establece principalmente por la
region nodal, en la figura 5 se muestran los sintomas visibles que se presentan en
la nervadura central como manchas alargadas color rojo, que mas tarde se tornan
en manchas rojas oscuras, en la lamina foliar estas manchas dan un aspecto
moteado; los tallos infectados, presentan en el tejido interno coloracion rojo
oscuro a negruzco y pueden desarrollar un olor almidonado ligeramente acido
(Flores, 1997; Chinea et al., 2000). En trabajos de Sutton (1968) y Crouch (2009)

mencionan que C. falcatum es un patdégeno especifico para cafia de azucar.

Hyde et al. (2009) mencionan que esta enfermedad es de importancia econémica
principalmente en los climas tropicales y subtropicales donde se siembra la cafia
de azacar. Kumar et al. (1995) reportan que el principal dafio ocasionado por C.
falcatum es la disminucion del contenido de sacarosa, aumento de azucares no
cristalizables, y disminucion de la calidad del jugo. Asi mismo Singh (2008) y
Yadav, (2006) reportan que la pérdida de sacarosa va del 50% al 70% y en
condiciones favorables para el desarrollo del patdgeno puede causar pedidas
anuales significativas en los rendimientos del cultivo que van desde la pérdida
total (100%) y por ello, se ha observado el dafio muy severo en algunas

variedades de cafa de azucar por el desarrollo de nuevas razas mas virulentas.

La presencia de esta enfermedad en México fue reportada por Flores (1997) en el
estado de Tamaulipas en 1943 afectando a las variedades Co 213, 290Co, CB 41-
76 y POJ 2878.
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Figura 5. Sintomas del muermo rojo (C. falcatum) presentes en la hoja de cafia
de azlcar, en la nervadura central, se observan las manchas alargadas color rojo
y en la lamina foliar manchas en forma de moteado, causando la marchitez del
borde de la hoja.

3. MICROORGANISMOS ASOCIADOS A INSECTOS

3.1. Colletotrichum spp., Curvularia sp. y Nigrospora sp. asociados a la
mosca pinta en cafia en el estado de Veracruz.

Los agentes que causan enfermedades en las plantas se caracterizan por ser
infecciosos, y se incluyen hongos, bacterias, fitoplasmas, virus y nematodos. Los
hongos son organismos filamentosos simples, y dependen de una planta
hospedera para obtener su alimento. Los hongos invaden plantas susceptibles, a
través de la dispersidbn de sus estructuras reproductivas, como esclerocios y
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esporas. Las esporas se diseminan facilmente por medios mecéanicos, el viento y

el agua (Almoddvar, 1996).

Los patdégenos foliares como Colletotrichum, Curvularia y Nigrospora pueden ser
dispersados por insectos, al alimentarse de la savia de las hojas por medio de su

aparato bucal transmiten el inoculo de una planta a otra (Agrios, 2004).

Colletotrichum, consta de varias especies de importancia econémica en un amplio
rango de cultivos agricolas de clima tropical y subtropical (Waller, 1992; Dangl y
Jones, 2001; Trigriano et al., 2004; Pérez et al., 2005), viéndose afectados por

una sola especie de Colletotrichum o por la asociacién de varias especies.

El estado anamorfo de Colletotrichum se puede presentar como saprofito o
invasor secundario principalmente en los tejidos débiles, y puede afectar toda la
planta, causando enfermedades separadas que pueden interactuar durante el
ciclo del cultivo, y estas se pueden agrupar de acuerdo al tejido que atacan
(Waller, 1992).

Otros géneros de hongos como Curvularia, el que esta compuesto por mas de 40
taxones (Sivanesan et al., 2003), es capaz de infectar a gran numero de
gramineas en las que se encuentra enlistada S. officinarum entre otras (Lima y
Furtado, 2007). Los principales dafos asociados a las enfermedades foliares son
consecuencia del mal funcionamiento y destruccion de los tejidos fotosintéticos
debido al aumento del nimero de lesiones, que pueden determinar la necrosis y
muerte prematura de la hoja limitando la interseccién de la radiacion solar (Casa
et al., 2004).

Nigrospora es otro hongo que se ha reportado en todo el mundo se considera de
poca importancia econémica en algunos cultivos, las especies mas comunes son
N. oryzae y N. sphaerica. Este se encuentra sobre plantas débiles, afectadas por
las condiciones de nutricion, clima o ataques de insectos (Pinciroli et al., 2013). La
sintomatologia que causa es el manchado del follaje como: manchas irregulares
color marrén oscuro y escaldado de color marron desde el apice foliar. Nigrospora

se encuentra en tejidos internos de planta; puede vivir ahi durante todo o parte de

26



su ciclo de vida sin causar ningun dafio aparente o sintomas de enfermedad. En
algunas regiones de la India se considera como fitopatégeno (Pineda et al., 2007;
Wu et al., 2009)

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 en zonas pertenecientes al Ingenio “El Potrero” ubicado en la
comunidad General Miguel Aleméan perteneciente al Municipio de Atoyac, Ver.,
(18° 55' latitud norte y 96° 46' longitud oeste; 480 msnm) durante los dias 11 de
septiembre de 2013 en la parcela El Rincén del Otate y 18 de septiembre del 2013

en la parcela Atoyaquillo.

4.2. Captura de moscas y colecta

En el mes de septiembre de 2013 se realizd la colecta de adultos entre 7:30 am y
11:00 am, en este horario los insectos se localizan con mas facilidad debido a que
se alimentan de las hojas del cultivo. La colecta consistido en la captura de 20
adultos A. albofasciata (Lallemand, 1939) con frascos plasticos limpios, una vez
ubicado el insecto plaga, con el frasco se capturaban y tapaban para evitar que
escaparan, se llevaron y colocaron en contenedores de plastico (figura 6, B) con
capacidad de 20 L cubiertos con tul y tapadera, y en el interior de cada
contenedor (jaula) se introdujeron plantulas de cafia de azucar de 60 dias de
edad, variedad CP 72-2086.
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Figura 6. A. Adultos de la mosca pinta Aeneolamia albofasciata B. contenedores
con plantulas de cafia de azucar para el mantenimiento y transporte de adultos.

4.3. Identificacidén de la mosca pinta (Aeneolamia spp.)

Los adultos de A. albofasciata se reconocieron en campo por su tamafo, 7-9 x 5-6
mm, coloracién café oscuro y ocasionalmente claro, presencia de una banda
tenue en el borde alar en forma de V, y dos bandas transversas en las alas de
color blanco o crema y algunas veces interrumpidas en su area media (Fig. 6 A),
(Thompson y Lebdn, 2005). En laboratorio el examen de la genitalia (placa
subgenital, edeago y paramero) de algunas moscas colectadas permitié
reconfirmar la identificacion (Guadalupe Carrillo, comunicacion personal) ademas
de su comparacion en la coleccién de insectos del Colegio de Postgraduados
(CP) Campus Montecillo (Alatorre et al., 2013). Los adultos colectados se llevaron
al CP del Campus Cérdoba y se mantuvieron en el area de cria de insectos a

temperatura ambiente (28 +2 °C) por 24 h para sus andlisis.
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4.4. Aislamiento de microorganismos en mosca pinta.

4.4.1. Lavados externos.

De cada fecha de colecta se colocaron 10 insectos de forma individual en tubos
Eppendorf con capacidad para 1.5 ml, se coloc6é 1 ml de Tween 20 al 1% (Sigma
Aldrich, EUA), y se agitaron con un Vortex Maxi Mix II® Type 37600 Mixer
(Barnstead Thermolyne®) durante 30 a 60 segundos; el procedimiento se realizd
dos veces y se retir0 el insecto del tubo Eppendorf. Posteriormente, sin
desinfestar se lavdé cada mosca con agua peptonada (peptona 1.0 g, cloruro de
sodio 8.5 g, agua destilada estéril 1L) (BD Difco™ Bioxon, Becton, Dickson
Company, EUA). La solucién resultante o suspension madre (SM) se agito y
almaceno a temperatura ambiente por 24 h. Para determinar los microorganismos
en la SM con base en la técnica de Unidades Formadoras de Colonia (UFC), de
cada SM por mosca y fecha de colecta se tomaron 10 yL y se sembraron por
estrias en 10 cajas Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) (Infusion
de papa 4.0 g, Dextrosa 20.0 g, Agar 15.0 g, 1 L de agua) e incubaron en
constante luz cercana (n) a la UV de 253.7 nm (General Electric, Newark, NY,

USA) en condiciones ambientales. Las colonias desarrolladas se purificaron

Al mismo tiempo se colocaron otras moscas en una camara humeda, preparada
con cajas Petri estériles, con papel toalla Kimberly-Clark® estéril en su interior,
humedecido con 4 ml de agua destilada estéril, se colocaron cinco cadaveres de
insectos por camara y se dejaron expuestos a luz cercana (n) a la UV de 253.7
nm esta luz inactiva bacterias y virus (Bintsis et al., 2000). Las colonias obtenidas
se aislaron para tener cultivos puros que se mantuvieron en condiciones

ambientales.
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4.4.2. Otras partes analizadas del insecto

Tejidos internos. Para obtener los microorganismos de la parte interna del cuerpo
del insecto se realizd la diseccion de 10 insectos adultos desinfestados con
alcohol al 70%, hipoclorito de sodio 1.5% (NaClO) por dos minutos cada uno y
finalmente con tres lavados consecutivos de agua destilada estéril; y se secaron
con sanitas estériles. En la camara de flujo laminar se extrajo el estilete, tubo
digestivo y recto. Cada una de las secciones se macero con el uso de un mortero
y pistilo, se agregé 10 pL de Tween 20 al 1%, se sembrd por estria en PDA,

posteriormente se realiz6 la determinacion de UFC.

A parir de cultivos puros se prepararon cultivos monospéricos, se suspenden
conidios en 10 ml de agua destilada estéril (Crous et al., 2012) sobre una caja con
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), después de un minuto se retir6 el
agua; las cajas se mantienen invertidas durante 24 horas a 25 +2 °C. Las esporas
germinadas se aislaron con una aguja de jeringa de 1 ml, estéril y fueron

colocadas en el centro de una caja con medio de cultivo PDA en forma individual.

La purificacion de las colonias se realizé después de transcurridas 24 a 72 horas,
se contabilizaron las colonias que se formaron y se identificaron por color, forma,

elevacion y margen.

Cuando los microorganismos se expresaron se recurrio a hacer preparaciones, en
un portaobjetos con una gota de &cido lactico y se cubrié con un cubreobjetos y se
observé al microscopio en donde se pudo observar las estructuras presentes e

identificar cada microorganismo (Barnett y Hunter, 1998).
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4.5. Aislamientos de lesiones de plantulas

4.5.1. Lesiones en plantulas confinadas en jaulas.

Se aislaron microorganismos de lesiones en nervaduras y hojas (manchas rojas
alargadas, 0.1 a 17.4 cm de largo por 0.1 a 0.6 cm de ancho) y puntos rojizos o
color ocre, en plantulas de cafa de azucar de la variedad CP 72-2086 de 60 dias
de edad que estuvieron confinadas y expuestas a la alimentacion de la mosca

pinta colectada en campo

4.5.2. Lesiones de plantas en campo.

En parcelas sembradas con las variedades Mex 69-290 y Mex 56-476 (ambas sin
control quimico ni bioldgico) se colectaron hojas con dafios como los descritos.
Las hojas se prensaron, y se llevaron al laboratorio de Fitopatologia de hongos del
Colegio de Postgraduados campus Montecillo. Se realizé el corte (figura 7) de las
areas con sintomas y se desinfestaron con alcohol 70%, hipoclorito de sodio 1.5%
(por dos minutos) y tres lavados consecutivos de agua destilada estéril
abundante, después de cada lavado las muestras se secaron con sanitas
estériles. Las muestras una vez secas se sembraron cinco de ellas por caja Petri
en Extracto de Malta Agar 2% (EMA, BD Bioxon, Becton, Dickson Company,
EUA), se etiquetaron y se mantuvieron expuestas a luz germicida hasta observar

el crecimiento de las primeras colonias.

De las colonias de hongos de interés se indujo esporulacion, se hizo una pre-
identificacion (Crous et al., 2009; Seifert et al., 2011; Sutton, 1980), se purificaron

por cultivo monosporicos y se conservaron en glicerol al 25% a -85 °C.

Cultivos monospdéricos Al igual que los microorganismos que se expresaron en los
insectos se realizé este procedimiento para purificar las colonias obtenidas a partir

de lesiones foliares. Las colonias individuales se aislaron y colocaron en tubos
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inclinados con PDA. De las colonias de hongos de interés se indujo esporulacion,

y se conservaron en glicerol al 25% a -85 °C.

Figura 7. A) Lesion en nervadura central de la cafia de azucar, B) Lesiones en
diferentes niveles de gravedad en el area foliar y nervadura central, C) Manchas
rojas alrededor de puntos de insercion de la mosca pinta, provocadas por
microorganismos, D) Muestras de la parte interna de la nervadura central, y efecto
sobre los haces vasculares.

4.6. Identificacién morfoldgicay cultural

Cuando los microorganismos se han expresado se hacen preparaciones
semipermanentes. Se toma una porcion del cultivo, se coloca en portaobjetos con
una gota de &cido lactico (85%) y se le colocd un cubreobjetos y se observo al
microscopio compuesto (Nikon®, Eclipse E400, Japan) a 40X y 100X, y se
midieron en micrometros (um). Las identificaciones se basaron en Sutton (1980);
Ovalle-Saenz, (1997); Crous et al. (2009) y Seifert et al. (2011).
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4.7. Postulados de Koch.

Con doce aislamientos de hongos seleccionados se realiz6 la prueba sobre
plantulas sanas de cafia de azlcar. Las pruebas se realizaron en condiciones de
invernadero en el Colegio de Postgraduados del campus Coérdoba. Se utilizaron
plantulas de 60 dias de edad de la variedad CP 72-2086. Las plantas se
mantuvieron en riego y se les aplico enraizador (Raizal® 400 bajo la siguiente
composicion: N: 9%; P20s: 45%; K2O: 11%; Mg: 0.60%; S: 0.80% y complejo
auxina 400 ppm). Para la inoculacion las plantulas se arreglaron y etiquetaron en
13 tratamientos (incluyendo el testigo) en bloques al azar con cuatro plantulas-
repeticion cada uno, y las inoculaciones fueron con herida (punta de aguja de

diseccion estéril) y sin herida (dos y dos plantulas, respectivamente).

4.7.1. Preparacion del inoculo.

Cada colonia de 10 dias de edad se inundd con 20 ml de agua destilada estéril
con Tween 20 y por raspado con una aguja de diseccién flameada, se
desprendieron los conidios y se separaron del micelio al pasar la suspension a

través de gasa estéril.

Posteriormente, se ajusté la concentraciéon de conidios con un hematocitémetro
(Bright Line, improved Neubauer, Buffalo NY. EUA). De acuerdo al conteo se
realizaron diluciones para ajustar la concentracion a razén 2.4x10% - 3.5x10%

conidios/20 ml.

4.7.2. Inoculacién.

Un dia anterior a la inoculacion las plantulas fueron desinfestadas con hipoclorito
de sodio al 1.5% por 2 min, se lavaron tres veces con agua destilada estéril, y se

secaron a temperatura ambiente en condiciones de invernadero. Al anochecer se
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regaron abundante y directo al suelo de las plantulas, y la inoculacion se realizo
con un aspersor manual aséptico, con capacidad de 60 ml. Por tratamiento se
aplicaron 20 ml de la suspension de cada aislamiento. El testigo se asperjo solo
con agua y cada tratamiento se incub6 en una cadmara humeda, para tal efecto se
colocaron las cuatro plantulas de cada tratamiento dentro de una bolsa de plastico
transparente (70 x 120 cm). El extremo superior de la bolsa se sell6 con masking
tape (Janel® No0.155 48 x 50) y se mantuvo la bolsa sostenida en su interior con
postes de madera de 60 cm de largo entorno a las plantulas, a fin de que el
plastico no entrara en contacto con éstas. Los tratamientos se mantuvieron en
invernadero a temperatura ambiente 30 + 2 °C (Cedefio et al., 1993). Se registré
la presencia de sintomas mediante toma de fotografias diarias hasta los siete
dias. De las lesiones por tratamiento se hicieron los aislamientos y la purificacion
de colonias en EMA 2% como antes se describid y se reidentifico el aislamiento

inoculado.

4 8. Identificacion molecular

Diecinueve aislamientos monoconidiales fueron examinados para Ila
caracterizacion molecular parcial de la actina (ACT), cebadores: ACT512F /
ACT783R (Carbone y Kohn, 1999); y regidbn completaria rDNA ITS (ITS),
cebadores: ITS1-n / ITS4 y ITS5 / ITS4 (Weir et al, 2012; White et al, 1990). Las
extracciones de ADN de los aislamientos se realizaron utilizando el Multisource
Gendmica Miniprep Kit DNA AxyPrep (Axygen Biosciences, EE.UU.) segun las
instrucciones del fabricante, y la calidad de ADN se evalué por electroforesis en

geles de agarosa (0.8%) con un marcador / Hindlll de ADN lambda.
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4.9. Reaccion de PCR y anélisis filogenético

Todas las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de mezcla de
reaccion de 25 pL en un termociclador Biometra (TGradient Thermal Cycler, Ref.
050 - 801, EE.UU.). La amplificaciéon ACT de las regiones internas de la mezcla de
reaccion se compone de la siguiente manera: 14.8 yL de agua ultrapura esteéril,
2.0 pL de ADN, 2.5 pL de la solucién buffer 10X, 1 pL de 50 mM MgCI2, 0.5uL de
mezcla 10 mM dNTPs, 2 pL de cada 10 pmol/uL del cebador y 0.2 pL de Taq
ADN-polimerasa en 5 U por pL (Invitrogen®, EE.UU.). El programa de
amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min, 35
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, hibridacion a 55 °C durante 45 s,
y extension a 72 °C durante 45 s; y una extension final a 72 °C durante 7 minutos.
Los productos de PCR fueron purificados y secuenciados en dos direcciones (5
'— 3'y 3 '— §'") por Macrogen Inc. (Corea del Sur) en un secuenciador ABI 3700
(Applied Biosystems, EE.UU.) con el mismo ACT y sus iniciadores. Las
secuencias se analizaron utilizando Lasergene® 2001, software Versién 5
(DNASTAR Inc., Madison, WI, EE.UU.) y manualmente cuando fue necesario. Las
secuencias fueron alineadas con la base de datos GenBank del Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica (NCBI). Los indices de similitud (Sl) se generaron
para un solo par de alineaciones utilizando el método de Martinez-NW y mdltiples
alineaciones utilizando el método ClustalW (DNASTAR). En total, se analizaron 36
secuencias, 19 de este estudio mas 20 recuperados de NCBI. Sélo se
seleccionaron las secuencias BLAST en GenBank con la més alta similitud y la
cobertura.
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5. RESULTADOS

5.1. Aislamientos de microorganismos en mosca pinta

5.1.1. Microorganismos presentes en la parte externa de la mosca pinta.

Con la técnica UFC, las colonias resultantes del lavado externo de insectos
adultos se obtuvieron 23 colonias de bacterias y hongos del género Curvularia sp.
y Nigrospora sp. (figura 8). Las colonias de bacterias se dividieron en tres grupos
los que se diferenciaban de acuerdo al color, forma de crecimiento y textura. Se
presentaron cuatro colonias de hongos que se diferenciaban por color, forma,

textura y borde de colonia (figura 9).
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Figura 8. UFC/ml de microorganismos obtenidos a partir de lavados externos de
adultos de A. albofasciata. Bacterias en general, Curvularia sp y Nigrospora sp de
la suspensién madre que crecieron en medio de cultivo PDA.
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Figura 9. Colonias de bacterias obtenidas del lavado externo de insectos adultos
de mosca pinta. 1. Anverso de la caja con colonias, 1-A. Bacteria Gram positiva
de forma circular con elevacion umbonada y margen entero; coloracion rosa. 2.
Anverso de la caja, 2-A. gram negativo, bacteria de forma irregular, con elevacion
convexa y margen ondulado; color amarillo, 3. Vista anversa de la colonia, 3-A.
gram negativo, bacteria de forma irregular con elevacién elevada y margen
ondulado; color blanco lechoso.

También hubo presencia de colonias de hongos que se diferenciaron por
presentar tonalidades blanco, café claro-pardo, amarillo pélido y colonias con
coloraciones verde oscuro. Las colonias que fueron identificadas son del género
Curvularia, el resto son microorganismos que no se identificaron debido a que no
esporularon. En cuanto a las cAmaras himedas con insectos solo se presento el
crecimiento de micelio en el cadaver de los insectos, pero esté no presento
esporulacion, por lo que no se obtuvo colonias propias para la identificacion

morfolégica (figura 10).
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Figura 10. A. Adultos de mosca pinta desinfestados y colocados en camara
hameda, B. Insectos que presentan el crecimiento de micelio.

5.1.2. Otras partes analizadas del insecto

Los microorganismos gque se presentaron en la parte interna del insecto adulto de
mosca pinta fueron los mismos obtenidos en la parte externa la diferencia solo fue
gue se presentaron de una a dos colonias de hongos en un total de 10 cajas, y al
menos un aproximado de 15 a 20 colonias de bacterias con las caracteristicas
anteriormente mencionadas. En la figura 11 se muestran los microorganismos
asociados al térax, tubo digestivo y recto donde se observa que en la segunda
semana de septiembre el estilete tuvo mayor presencia de Curvularia sp.,
disminuyendo para la segunda semana y siendo este género el que se presento
con mayor frecuencia. En las UFC no tuvo mucho crecimiento de colonias de
Nigrospora, se obtuvo por lo menos una colonia por caja (en total 10 cajas) en
ambas fechas pero abundando en la primera semana de septiembre, esto podria
ser debido a que es un hongo enddfito que se encuentra en el tejido interno de

plantas y al succionar la savia este puede pasar y adherirse al estilete.
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Figura 11. Hongos fitopatégenos obtenidos a partir de insectos desinfestados.
Colonias de hongos expresados en diluciones UFC/ml de térax, tubo digestivo y
recto de mosca pinta. Colecta del dia 11 y 18 de septiembre de 2013 en Rincon
del Otate y Atoyaquillo, Ver., parcelas perteneciente al Ingenio el Potrero.

Curvularia presento colonias densas, arrozadas, color verde olivo con conidios
curvos 0 media luna, septados, por lo general con tres septas, aunque algunos
autores como Tsuda (1992) mencionan que identificar especies de Curvularia es
dificil esto debido a que tienden a ser inestables y pueden varian aun siendo de
un mismo aislamiento. Este hongo causa manchas foliares y se presenta
principalmente en zonas tropicales y subtropicales, esporula libremente con

abundantes conidiéforos parduzcos individuales o en grupos.

5.2. Aislamientos de lesiones de plantas

5.2.1. Lesiones en plantulas confinadas en jaulas

Las hojas de las plantulas de las que se alimentaron los adultos de mosca pinta
presentaron manchas color rojo brillante claro en la lamina foliar y en la nervadura
central asi como en la vaina y tallo, las lesiones mas desarrolladas se observaron

como areas necroticas en el borde de las hojas (figura 12), de estas lesiones se
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aislaron tres colonias de C. falcatum, esto nos indica que el insecto plaga al
causar la herida debido a su habito alimenticio, da la oportunidad al patégeno de
entrar y propiciar el establecimiento de C. falcatum en la planta.

S i A

54 b

Figura 12. Plantulas de la variedad CP 72-2086 con 60 dias de edad. A-C.
Presencia de manchas foliares con margen rojizo y centro blanco a necroético y
manchas rojas alargadas en follaje, vaina y tallo, estas lesiones se presentan por
la alimentacién de adultos de mosca pinta, D. Corte de nervadura central con
crecimiento de C. falcatum.

5.2.1. Lesiones en plantas de campo

En cuanto a las hojas con lesiones o sintomatologia como las mencionadas
anteriormente que fueron obtenidas de parcelas con variedades comerciales Mex
69-290 y Mex 56-476 se aislaron colonias de hongos del género Colletotrichum
spp, Curvularia sp, Nigrospora sp y Fusarium sp (cuadro 4). Los géneros
Colletotrichum spp, Curvularia sp y Nigrospora sp. se presentaron con mayor

abundancia en la variedad Mex 69-290, mientas que en la variedad Mex 56-476
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solo hubo crecimiento de colonias del genero Nigrospora sp., y el género
Fusarium sp en este caso se consider6 contaminante. Se pudo observar que la
variedad Mex 56-476 es menos susceptible a la invasion de hongos fitopatégenos

a pesar de ser atacada por insectos plaga como A. albofasciata.

Cuadro 4. Géneros de hongos aislados de la lamina foliar de dos variedades de
cafia de azucar.

Zona 14 Zona 14 PO1 Zona 13
Microorganismos Mex 69-290. Mex 56-476 Mex 69-290.
Colletotrichum spp 3.70% - 25.90 %
Curvularia spp 3.70 % - -
Nigrospora sp 29.69 % 22.20 % 22.20%
Fusarium sp 100 % 7.40 % -

5.3. Identificacién cultural, morfolégica y molecular

Tanto los aislamientos obtenidos de las plantulas en jaula y las obtenidas en
campo se les hizo cultivos monospdricos para realizar la identificacion, esto con
base en las claves dicotomicas de acuerdo a Barnett y Hunter (1998) identificando

el tipo de micelio, color, forma y tamafio de las colonias, y tipo y color de conidios.

5.3.1. C. falcatum Went

Los cultivos monospéricos (236-1 y 237), a los 10 dias de edad en PDA e
incubados en 12 h nUV / 12 oscuridad a temperatura ambiente, formaron colonias
de 8.0 cm de diametro con margen entero y micelio aéreo algodonoso denso;
entre colonias micelio de color gris claro a oscuro y algo cafesoso-beigh en
circulos concéntricos, o solo gris sin circulos, y en la superficie del medio

abundantes conidiomatas con conidios en densas masas de color salmon, y
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abundantes y esparcidas setas cafés, no se observo el estado sexual. (Figura. 13:
2-4). Por el reverso, colonias con o sin tenues circulos concéntricos, centro
negruzco y resto de la colonia gris palido. Conidios hialinos, falcados y algunos
fusiformes, apice obtuso, 21-35 x 4-5 um; apresorios café, clavate y circular,
bordes enteros y algunos ligero crenados, 8-12 x 8-12 um, setas presentes
(Crouch et al.,, 2009; Prihastutii et al., 2010). En el banco de genes las tres
secuencias se alinearon con 100% de Sl con C. falcatum en cafia de azucar en la
India (Accession number FJ008081). Los cultivos se depositaron en CCCP (CP-
CC018, CP-CC019, CP-CCO020).

il

Figura 13. C. falcatum. Colonia 236-1. 1. Vista frontal de la colonia, 2. Anverso
de la colonia. Colonia 237. 3. Vista frontal de la colonia, 4. Anverso de la colonia.

La morfologia de los aislamientos de C. falcatum son peculiares debido a la
presencia de masa conidial abundante en ambas, de color salmén (color entre
rosa y naranja); conidios hialinos, falcados y algunos fusiformes con apice obtuso,
21-35 x 4-5 um asi como la abundante presencia de apresorios café, clavate y
circular, bordes enteros y algunos ligeros crenados, 8-12 x 8-12 um, acérvulos,
abundantes y esparcidas setas color café, pero no presentaron estado sexual
(figura 14).
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Figura 14. C. falcatum. Colonia 236-1. A-B. Cumulos de masa conidial, C.
Setas, D. Conidiéforo, E-H. Apresorios, I-J. Conidio vacuolado. Escala: C =90 um,
J =25 pm.

En el microscopio a 40X se observd las preparaciones de C. falcatum, estas
presentan caracteristicas tipicas de la especie como conidios hialinos, alargados
con extremo redondo a puntiagudo y algunos granulados o vacuolados, setas

abundantes color cafesoso y septadas (figura 15).
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Figura 15. C. falcatum. Colonia 237. A. Micelio, B-C. Masa conidial, D. Setas, E-
F. Apresorios, G-H. Conidio. Escala: C =30 um, G =130 pm.

5.3.2. Colletotrichum spp. (C. gloeosporioides species complex; Weir et al.,
2012).

El complejo C. gloeosporioides comprende un grupo de 22 especies

filogenéticamente similares mas una subespecie (Weir et al., 2012).

De cultivos monospdricos en PDA con 7-10 dias de edad, incubacién en mezcla
de 12 h luz blanca flourescente / 12 h de luz negra a 20 °C. Las colonias de C.
gloeosporioides mostraron diferencias culturales entre ellas, pero todas a los 10
dias de edad cubrieron por completo la caja, en el caso de la colonia 268 (figura
16, 1-1A) esta cubrié la caja por completo a los siete dias de edad, presento
micelio tenue, aéreo y aterciopelado con estructuras superficiales en el medio de
cultivo, colonia plana de margen entero y color salmon en el centro debido a la

presencia de abundante masa conidial (5 cm de diametro) con circulos
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concéntricos en donde también se observa masa conidial. Los circulos
conceéntricos estan marcados en el centro y son tenues en la periferia, el reverso
de la colonia presento color gris claro, y se distinguen los circulos concéntricos y
la periferia color gris oscuro tenue.

Figura 16. Diferencias culturales entre colonias de la misma especie de C.
gloeosporioides 268, 269 y 270. 1-4. Vista frontal, 5-8. Vista anversa, 4 y 8.
Colonias con sectorines.

El aislamiento 269 presento una colonia color gris a gris claro principalmente este
ultimo en la periferia, con conidiomatas en abundancia en el centro y periferia;
micelio escaso y aéreo rodeado de estructuras oscuras semi inmersas también
conocidos como peritecios de apariencia aterciopelada que se encontraban solos
o0 en densas masas. Es una colonia plana de margen entero, con 6 a 8 circulos
concéntricos que se forman por los peritecios; entre ellos se presenta una

coloracion gris (figura 16, 2-2B).
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Mientras que la colonia 270 (figura 16, 3-3C) a los siete dias cubrio la caja, el tipo
de colonia que presento es elevado de margen entero, centro gris y periferia gris
blanguecino, micelio algodonoso moderado y estructuras aéreas pequefias color
negro, de 5 a 6 circulos concéntricos formados por pequefias estructuras negras
densas aglomeradas. La masa conidial salméon y abundante en el centro, con
presencia en la periferia, acérvulos en el centro y en la periferia, hubo presencia
de sectorines en la periferia, y algunas aglomeraciones dispersas de micelio

blanquecino.

A los 10 dias se observé presencia del estado sexual y abundantes ascosporas
hialinas, asi, como conidios hialinos, subcilindricos a cilindricos, gutulados, leve
constriccidon en medio, extremos redondeados y levemente truncados en la base
por la presencia de hilum, la presencia de setas y acérvulos en algunas colonias
fue es abundante, mientras en otras fue escaso. La colonia 269 y 270 presentaron

estado sexual al hacerse visibles la presencia de ascas (figura 17).
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Figura 17. Morfologia de C. gloeosporioides. A. Setas, B-F. Ascas y
ascosporas, C-H. Conidios, G. Apresorio. Escala: A=100 um, C =15 um.
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5.3.3. C. gigasporum E.F. Rakotoniriana & F. Munaut

A los 10 dias de incubacion en dos lamparas de 40 W, una nUV y otra
fluorescente / 12 h oscuridad a 20 °C en PDA, se obtuvieron colonias de 8.0 cm
de didmetro, gris, plana, margen entero y zonada, micelio algodonoso no denso,
abundantes conidiomatas color salmon-rosaceo con masa de conidios, y algunas
colonias con sectorines. Reverso negruzco. Conidios abundantes, hialinos, rectos,
cilindricos, gutulados y terminaciones redondeadas, 22-29 x 7 um; abundantes
setas rectas, café oscuro, septadas, pared rugosa, apice taperado, 85-140 x 5-6
pm; apresorios café palido, clavado o irregular, 12-14 x 9-11 um (Rakotoniriana et
al., 2013). No estado sexual fue observado. En el BLAST la secuencia se alined

con 100% de Sl con C. thailandicum (JN050242), actual syn. de C. gigasporum
(Liu et al., 2014). EI cultivo se depositdo en CCCP (CP-CC021). (Figura 18).

Figura 18. C. gigasporum (= thailandicum). 1. Vista frontal de la colonia, 2-3.
Vista inversa de la colonia, 3. Sectorines.
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Figura 19. C. gigasporum (syn: thailandicum). A-B. Cumulos de masa conidial
en el centro de la colonia, C. Apresorios, D. Conidios, E. Setas, F. Conidioforos.
Escala: D =25 pm, E =120 pm.

5.3.4. C. boninense Moriwaki, Toy. Sato & Tsukib.

Cinco cultivos monosporicos a los 10 dias de edad en PDA (2%) e incubacion en
12 h de mezcla de luz blanca fluorescente / 12 h de luz negra a 20 °C, formaron
colonias (algunas zonadas y con sectorines) de hasta 7.0 cm de diametro, planas
con margen entero y micelio inmerso hialino ralo o abundante y en la superficie
abundantes conidiomatas con masa de células cafesosas-negruzcas, setas, y
masa hialina o salén de conidios. Se observo el estado sexual a los 20-30 dias.
Por el reverso colonias palido a negruzco olivaceo por la presencia de los
conidiomatas, zonacion y sectorines en frente de colonias (figura. 20). Hifas
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hialinas a subhialinas de 3-5 um de ancho, conidios hialinos, rectos, cilindricos,
extremos redondeados e hilum prominente, dos grandes gutulas, una en cada
polo, 12-15 x 5 uym, L:A, 2.4-3.0; setas de 25-65 x 5-6 um, 1-2 septos; apresorios
solos o raros en cadenas de dos, café, borde entero o en algunos crenado,
principalmente forma navicular con apice agudo y algunos lobado, 12-15 x 5-9
pum; ascosporas hialina y café palido, 0, 1 y 2 septos, alantoide, 14-18 x 5-7 um
(Damm et al., 2012). En el banco de genes las cinco secuencias se alinearon con
99.5-100 % de SI principalmente con C. boninense (JX436793) en hojas de Citrus
limon. Los cultivos se depositaron en CCCP (CP-CC013, CP-CC014, CP-CCO015,
CP-CCO016, CP-CCO017).

Figura 20. C. boninense. Colonias identificadas con la homenclatura 239-242-
271. 1-3. Vista frontal de la colonia, 1-A. anverso de la colonia con sectorin, 2B y
3C. vista anversa de las colonias de C. boninense.

5.3.5. Colletotrichum sp.

Una colonia de crecimiento lento, 4.5 x 3.5 cm en 10 dias en luz fluorescente
continua a 25 °C, conidiomatas con compacta masa negruzca estromatica y
conidios hialinos curvados con apices agudizados. No formo estado sexual. En el
BLAST por ITS-rDNA se alineo con C. navitas (KC790960) con 96.7 % de SI, y
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con el gen ACT con C. eleusines (JX519234) con 93 % de SI; valores que indican
gue debe ser una posible diferente especie morfoldgica y/o filogenética. El cultivo
se deposité en CCCP (CP-CC026) (figura 21)

Figura 21. Colletotrichum sp. 1. Vista frontal de la colonia, 2. Vista anversa de la
colonia, A. Masa conidial de la periferia, B-E. Conidios, F. Apresorio. Escala: B
=20 pm, F =15 pm.

5.3.6. Curvularia spp.

A los cinco dias de edad e incubados en oscuridad continua a 25 °C en PDA, se
formaron colonias entre aislamientos de 4.8-6.9 cm de diametro, poco convexos 0
planos, margen entero y micelio gris ligero o denso algodonoso al centro o toda la

colonia, y margen cafesoso claro o grisaceo, no zonate; reverso cafesoso o centro
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oscuro Yy resto grisaceo o cafesoso. Conidioforos cafesosos, septados,
principalmente rectos y algunos geniculados en el apice y otros bulbosos en su
base, ramificados o no, simpodial, célula conidiogenica polytretic, entre
aislamientos 66-275 x 3-6 um y 112-675 x 2-3 ym. Conidios abundantes, en la
mayoria de los aislamientos cafesosos palido, marcado hilum, célula intermedia
mas grande, principalmente cilindrica recta, algunos semi curvados o curvados,
principalmente con tres septas, células terminales subhialinas, o hialinas
Unicamente la célula basal o ambas en algunos conidios, algunos son conidios
atipicos bifurcados y con conidiacién microciclica esporadica , 13-32.5 x 6.25-12.5
um. Unicamente un aislamiento tubo conidia cafés, 3-4 septas, 18-36 x 9-12 pm, y
otras caracteristicas como se menciond anteriormente. Todos los aislamientos
mostraron germinacion de conidias principalmente por un polo. En el BLAST las
tres secuencias se alinearon con 100% de Sl principalmente con Bipolaris spp. Se
infiere que tales secuencias alineadas fueron posiblemente de Curvularia, en base
gue Bipolaris no tiene célula conidiogénica polytretic y sus conidios usualmente
son de mas de 100 um de largo, y no tienen una célula intermedia mas alargada y
la germinacion de conidios es bipolar (Manamgoda et al., 2012a). Otras especies
alineadas con 100% de Sl fueron C. asianensis (JX256425), C. geniculata
(KJ909781, JN943415) y C. lunata (KC485079). Estas especies difirieron de las
de estudio principalmente por diferencias en coloracion de conidios y sus
dimensiones en um (Domsch et al., 2007; Manamgoda et al., 2012a; Manamgoda
et al., 2012b), aun cuando fueron rechecadas en otras condiciones de incubacién
y otros medios de cultivo. Los andlisis indicaron que los aislamientos fueron de
dos especies y los cultivos se depositaron en CCCP (especie 1: HC051, HC052; y
especie 2: HC053), (figura 22).
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Figura 22. Colonia de Curvularia. A. Mata de conidios, B. Conidios curvados y
septados con una célula intermedia abultada, D.. Escala: C =30 pum.

5.3.7. Nigrospora sp.

Colonia de crecimiento rapido, 8.0 cm en 5 dias en PDA en condiciones
ambientales de laboratorio. Abundantes conidios negros, amerosporas, globosos,
con ecuatorial alargada marca de germinacion, y en conidiéforos cortos con
vesicula hialina (Seifert et al.,, 211) (Fig. 20). La secuencia se alineo en el
GenBank con Nigrospora sp. (HQ631070) con 99.6 de Sl. El cultivo se deposito
en CCCP (CP-HNO0O04), (figura 23).

Figura 23. Colonias de Nigrospora sp. A-C. Conidios negros y conidioforos café
claro de, B. Conidioforos color hialinos o débilmente oscurecidos. Escala: C =25
pum
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5.4. Pruebas de patogenicidad

Al tercer dia se presentaron las primeras lesiones en el follaje y nervadura central
de la plantula, estas lesiones se manifestaron como circulos o manchas color rojo
brillante, para el cuarto y quinto dias las lesiones se alargaron en el borde de la
hoja presentando marchitez e irregularidad en el desarrollo de la lesién; en el
séptimo dia ya habian cubierto poco mas de la mitad de la lamina foliar
presentando marchitez en el borde y algunas de ellas enmarcadas por una franja
rojo oscuro, asi como el amarillamiento de la hoja (figura 24, 1-7). Las plantulas
gue presentaron mas dafio fueron a las que se les hicieron heridas que simulaban
la entrada del estilete del insecto plaga, mientras que las plantulas que se

inocularon sin heridas no presentaron el mismo dafio.

Figura 24. 1) Presencia de primeros sintomas en lamina foliar de las plantulas de
cafia de azUcar de la variedad CP 72-2086. 2) cuatro dias después de la
inoculacién, las manchas se ven mas marcadas y alargadas. 3-5) séptimo dia
manchas mas definidas y presencia de coloracién amarilla a lo largo de la hoja. 6-
7) Lesiones en la nervadura central y distribuida a lo largo de ella, se observan
marcadas. 8) Planta testigo, sin presencia de manchado o dafio.

Los sintomas observados en las plantulas (S. officinarum, CP 72-2086) inoculadas
en invernadero presentaron los primeros signos de la enfermedad en la hoja a las
48 y 72 horas después del inoculo. para el caso del complejo Colletotrichum la
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sintomatologia corresponde a manchas color rojo sangre, con margenes 0SCuros
gue se desarrollaron rapidamente llegado a cubrir la longitud total de nervadura
asi como manchas rojizas alternadas en la lamina foliar, cuando estas manchas

envejecen se torna color pajizo cubriendo la hoja por completo.

La evidencia sintomatoldgica, cultural y molecular indica que las muestras foliares
de S. officinarum analizadas presentaron la enfermedad del muero rojo, causada
por C. falcatum. Los postulados de Koch fueron cumplidos al reaislar el mismo
patdgeno de las plantas infectadas. Sin embargo, Curvularia fue capaz de infectar
las plantas inoculadas con y sin herida (figura 24, 8), se not6 alta incidencia en
plantas tratadas.

El género Curvularia se presenta en forma de manchas circulares con halo
externo amarillento caracteristico de este hongo, iniciando con pequefias
manchas hasta llegar a cubrir en algunos casos toda la superficie de la hoja.
Regularmente estas manchas se presentaron en el borde de la hoja y abundaron
en el apice formando un atizonamiento, las manchas en el limbo son alargadas y
delgadas de 0.2 x 2.5 cm en algunos casos se observaron pequefios puntos en
forma de moteado pero no abundantes como lo fue en el borde y 4pice.

Nigrospora es un género de hongos cosmopolita, saprofito y en algunos casos
patdgeno, se encuentra en gran numero de cultivos, este pude permanecer por
una parte de su ciclo de vida de forma asintomatica, pero al expresarse en el caso
de hojas de cafia de azucar se observan sus dafios como pequefias manchas de
0.2 por 0.5 cm con centro blanco y orillas café-rojizo o rojizo, manchas separadas
entre si, pero observandose un poco mas cerca en el borde de la hoja. Cuando la
enfermedad estd mas avanzada se ven manchas alargadas en el borde de la hoja
de 7x0.5cm

Los postulados de Koch fueron cumplidos al reaislar el mismo patdégeno de las
plantas infectadas.
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Figura 25. Porcentaje de incidencia de especies de Colletotrichum spp., Curvularia sp., y Nigrospora sp., después de la
inoculacion en el follaje de plantulas de cafia de aztcar CP 72-2086 con herida (CH) y sin herida (SH).
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Los hongos aislados anteriormente e inoculados en plantas sanas sus niveles de dafos
son severos, principalmente al tener heridas el follaje, aunque algunos aislamientos se
mostraron mas patdégenos ya que fueron capaces de provocar lesiones en las hojas sin
gue estas tuvieran algun tipo de herida, tal fue el caso de C. falcatum (236), C.
gloeosporioides (269) y Curvularia sp. (255 y 274). En el caso de Nigrospora, algunos
aislamientos de C. gloeosporioides y Curvularia las lesiones no son tan marcadas, pero
al re-aislarlas se presentan nuevamente hasta en un 100% en las muestras, las

colonias reaisladas se contabilizaron para obtener el porcentaje.

En las inoculaciones se observo que C. falcatum es un patdégeno severo hasta en un
90% ya causo lesiones al follaje con y sin herida, lo que indica que es un hongo
altamente patdgeno para este cultivo y ha sido reportado como el causante del muermo
rojo o pudricién roja de la cafla de azucar. Curvularia ha sido reportado en otras
gramineas como Zea mays, sin embargo en cafia de azUcar demostré ser hongo con
gran potencial patogénico presentandose en las inoculaciones con o sin herida en un
90 a 100%. Los niveles de patogenicidad de Nigrospora fueron relativamente bajos en
comparaciéon con los hongos anteriormente mencionados (figura 25), aunque sin duda
alguna causaron dafios al follaje una vez establecidos en el. Estos resultados en
comparacién con los que arrojaron las plantulas testigos nos indican la importancia

como patégenos que tienen estos géneros ya que los testigos no presentaron dafios.

6. DISCUSION

En estudios realizados por Carrera y Ortega (1994) indican que algunos insectos sirven
de reservorio en cualquiera de sus instares de bacterias, pero sin ser una asociacion
obligada por parte de algunos de los dos organismos, esto pudo ser el caso debido a la
presencia de las bacterias que encontramos presentes en los adultos de mosca pinta.
Kennedy y Alcorn (1980) mencionan que las bacterias son causantes de dafios en
cultivos pero en menor cantidad, en comparacion con los hongos o virus, estas
ocasionan menos dafios y costos econdmicos. Algunas de las plantas tienen la

capacidad de hospedar fitopatégenos de forma asintomatica, es decir, sin causar dafios
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sobre el huésped. Vidaver y Lambrecht (2004) reportan que de 116 genomas

bacterianos que se han secuenciado y publicado, s6lo ocho son fitopatdgenos.

Esporas de diversos hongos como Curvularia y Nigrospora, etc., son bien conocidos
gue se encuentran en el aire y algunas especies causan alergias y hasta enfermedades
pulmonares, etc. Al haberse aislado estos hongos de lavados externos de la mosca
pinta indicO que cuando estos alados vuelan entre el follaje de cafia enferma, los
conidios del ambiente contaminan la superficie de su cuerpo y alas, y en esta forma se
especula que las moscas cuando se posan en tejido sano, los conidios pueden caer en
la superficie de las hojas, germinar e infectar, dado que algunas de sus especies son
patdgenas de diversos cultivos incluyendo la cafia de aztcar como en este estudio fue
demostrado. También al haberse aislado Curvularia y Nigrospora de tejidos internos de
las moscas, se infiere que en el ambiente la cantidad de conidios es alta, y que estas
especies encontraron el mecanismo de establecerse como posibles enddfitos
(documentado en éstos y otros diversos hongos) o en alguna otra relaciéon con las
partes internas de la mosca y que requiere estudiarse.

Lichtwardt et al., (1999) encontré hongos filamentosos como Trichomycetes que viven
en el tracto digestivo de artropodos de varias familias de insectos, especies como
Leptoglossus gonagra y Nezara viridula son transmisores de Nemastosporas coryli que
es transportado en el tracto digestivo (Grillo y Alvarez 1983). Ademas, las esporas de
hongos también pueden ser transportadas en la cabeza y piezas bucales de insectos
adultos (Dammer y Grillo 1990).

En relacion a C. falcatum, no se aisl6 de la parte externa o interna de la mosca, sin
embargo se aislé en lesiones en plantulas que estuvieron enjauladas con moscas de
campo. Esto puede indicar que también los conidios de esta especie pudieron estar en
el ambiente aéreo de la jaula al igual que en campo, y que la mosca al causar heridas
en las hojas por su habito alimenticio de picador-chupador, indirectamente propicio la
infeccion a través de las heridas producidas. Del hecho de que no se aislé C. falcatum
de hojas en campo, pudo deberse a la fecha del muestreo o fecha de siembray no a

condiciones ambientales favorables en ese ciclo del cultivo para la enfermedad.
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C. falcatum ha sido bien documentado como una enfermedad en paises que se cultiva
cafia, sin embargo en México solo se menciona en base a sintomas y lo indicado en
literatura como una enfermedad en cafia de azucar (Flores, 1997) o se menciona en
informacion de circulacion interna, por ello, la descripcion de la especie en este estudio
y el deposito de la secuencia en NCBI, valida a C. falcatum en México. Lo anterior fue
de mayor importancia cuando se demostro en este estudio que hay otras especies de
Colletotrichum que infectan las hojas de cafa y causan sintomas rojizos similares a los
de C. falcatum. Especies que al parecer no han sido reportadas en cafia como lo es C.
boninense, C. gigasporum, y otras especies por identificar en base a un multilocus
analisis.

Por otro lado, en cafia de azucar se reporta a Curvularia asianensis, C. geniculata y C.
lunata (Manamgoda et al., 2012a; Manamgoda et al., 2012b) y en este estudio aunque
no se identificaron las especies, las evidencias morfolégicas no correspondieron con
las tres enlistadas especies de Curvularia. De Nigrospora se conoce como parte de la
microflora aérea y de residuos de cosecha de gramineas, y endofito en diversas
plantas y patdgeno de algunos cultivos, aunque se desconocia como patogeno foliar en
cafia como aqui demostrado y ademas causando también lesiones rojizas. Por ello
estas especies diferentes de Colletotrichum, Curvularia y Nigrospora aqui
deslumbradas, requieren de especial andlisis de su sistematica y de la importancia de

los dafios que estan causando en complejo con otras enfermedades foliares en cafia.

7. CONCLUSIONES

La mosca pinta transporta conidios de hongos fitopatégenos para cafia, y propicia
indirectamente el establecimiento de conidos del ambiente provocando la infeccion por

las heridas que causa al alimentarse debido a la insercion del estilete.

Se identificaron otros patdgenos foliares de cafia, C. boninense, y C. gigaosporum gue

no han sido reportados para México.
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Se evidenciaron potenciales diferentes especies de Colletotrichum, Curvularia y
Nigrospora que causan también dafos foliares al cultivo.

8. RECOMENDACIONES

Hacer la identificacion de insectos con aparto bucal picador-chupador que se presentan

en el cultivo de cafia de azlcar y su asociacion con hongos fitopatdégenos.

Conocer el comportamiento biolégico y patogénico de los diferentes géneros de hongos

asociados a lesiones foliares.
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ANEXO

Anexo 1. Resumen en suplemento de la Revista Mexicana de Fitopatologia del XVI
Congreso Internacional y XLI Congreso Nacional de Fitopatologia. Sociedad Mexicana
de Fitopatologia A. C. Vol. 31-2 y 32. Ixtapan de la Sal, Edo. de México, Julio 20 - 24,
2014.

Resumen enviado: PRIMER REPORTE FORMAL DE Colletotrichum falcatum
ASOCIADO A LA MOSCA PINTA EN CANA EN VERACRUZ. [First formal report of

Colletotrichum falcatum associated to spittlebugs in Veracruz] Isabel Atlahua-Lezama,

Maria de Jesus Yafez-Morales, Francisco Herndndez-Rosas y Raquel Alatorre-Rosas.

Colegio de Postgraduados, Campus Cordoba y Montecillo, Fitosanidad.

P acas acaa T

i +
Weracruz. Los hongos se aislaron, purificaron e identificaron
morfolégicamente en PDA. Se amplificé v secuencio la
region ITS1-5.85-1T82 del rDNA mediante los iniciadores
ITS1/ITS4. Las secuencias se cOmpararon con registros en
NCBI y se alinearon con formas especiales de F. axysporum,
incluida la forma especial vanillae. Se generd un arbol
filogenético por medio del algoritmo MAXIMA
PARSIMONIA (500 Bootstrap). Se obtuvieron un total de
23 aislados fungicos de vainilla de Nayarit (V. pompona) y
10 aislados de Veracruz (¥ planifolia). La mayoria de los
aislamientos se identificaron como F oxysporum (100%
similitud). El arbol filogenético mostré un claro
agrupamiento por origen geogrifico. En el grupo de
Veracruz, se ubicaron secuencias de diferentes formas
especiales, incluidas aquellas reportadas para vainilla en
Indonesia ¥ un aislamiento de Nayant. Se discutira la
posible coevolucion entre Fusarium v las diferentes
especiesde Fanilfa.

a ey anan

10

DETECCION SIMULTANEA DE PATOGENOS DE
RAIZ DE CHILE (Capsicum sp.). [Simultancous
detection of root pathogens of chile (Capsicum sp.)]
Jocelyn Hemandez-Rubio', José LujsAnaga—LéE:, Talina
Olivia Martinez-Martinez’, Luis Antonio Marjscal-Amam!__
Elizabeth Chiquito-Almanza® v Ramén Gerardo Guevara-
Gonzalez'. 'Instituto Tecnolégico de Celaya. “INIFAP. *
Universidad Autonoma de Querétaro.
anaya_josef@inifap gob.mx

Las pudriciones de raiz son unas de las principales
enfermedades que hmitan el cultivo del chile. Entre los
patogenos asociados destacan Phytaphthora capsici,
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia selani, cuya deteccion
tradicional es tardada, laboriosa e imprecisa. El objetivo fue
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PRIMER REPORTE FORMAL DE Colletotrichum
falcatum ASOCIADO A LA MOSCA PINTA EN CANA
EN VERACRUZ. [First formal report of Colletotrichum
falcatum associated to spittlebugs in Veracruz] Isabel
Atlahua-Lezama, Maria de Jesis Yanez-Morales, Francisco
Hernindez-Rosas y  Raquel Alatorre-Rosas. Colegio de
Postgraduados, Campus Cordoba y Montecillo,
Fitosanidad. yanezmj@colpos.mx

En cafia, Saccharum officinarum, diversas enfermedades
afectan la produccion y fenologia del cultivo como las
causadas por Colletotrichum falcatum, Muermo Rojo,
reportado en Java desde 1968. Los sintomas son manchas
rojas en hojas, nervadura central y vaina. Se ha hipotetizado
que este patdgeno, entre otros factores, se disemina por la
mosca pinta (Aenealamia spp.). Plaga importante en México
y cuyo adulto al alimentarse causa heridas que pueden
constituir la entrada de microorganismos que dafien al
cultivo. Con el objetivo de buscar indicios de la asociacion
de hongos-mosca pinta se hizo este estudio. En octubre del
2013 en Veracruz, se colectaron alados en parcelas del
ingenio El Potrero, ¥ en invernadero se mantuvieron en
jaulas con plantulas de la vanedad CP 72-2086 de 60 dias de
edad durante cinco dias. En laboratorio los sintomas en
tejidos se desinfestaron y sembraron en MEA-2% e
incubaron en luz germicida constante. La identificacion
cultural, morfologica y molecular fue en PDA en luz negra
constante a temperatura ambiente con cultivos
monoconidiales. Para los andlisis moleculares se amplificd
el gene ACTIN y las secuencias se depositaron en NCBI. En
las plantulas solo se formaron lesiones rojizas v de los
hongos aislados, cuatro colonias fueron de C. falcatum y las
secuencias se alinearon con esta misma especie de cafiaen la
India. Aunque C. falcatm se menciona en diversos textos en

544



XVI Congreso Internacional y XLI Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Fitopatologia

Mexico, al parecer este es el primer reporte formal. Ademas uni o multi-loculadas) por anilisis filogenéticos y
hubo preliminares evidencias de su asociacién a la mosca morfolégicos en cultivo-agar, fue clasificada en 17 géneros.
pinta. Uno de ellos, Dothiorella, antes anamorfo de

Botrvosphaeria v sinonimo de Diplodia. se diferencia por

Anexo 2. Articulo cientifico derivado de esta presente Tesis enviado el 23 de febrero
de 2015 a Phytoparasitica, revista cientifica internacional que se publica en Israel,
presenta la investigacidbn béasica y aplicada en el campo de la Entomologia, y
Fitopatologia, durante 5 afios ha conservado su factor de impacto de 0.767 con ISSN:
0334-2123 (print version) ISSN: 1876-7184 (electronic version) y se encuentra en la
lista de JCR. http://scientific.thomsonreuters.com/imgblast/JCRFullCovlist-2014.pdf en
la pagina 209.
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