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NEOZYGITACEAE) EN LAS MORFOESPECIES Tetranychus cinnabarinus Y
Tetranychus urticae (ACARI: TETRANYCHIDAE)

Viridiana Lizeth Galvez Partida, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

Tetranychus urticae (Koch, 1836), &caro de color verdoso con dos manchas, es una plaga
cosmopolita que afecta a mas de 900 especies de plantas, incluidas especies comerciales.
Tetranychus cinnabarinus (Boisduval, 1867) acaro fitofago caracterizado por su coloracion rojiza
y ocasionalmente es encontrado coexistiendo con T. urticae, motivo por el cual es considerado
para algunos autores un sindnimo. Este debate cientifico se debe a la alta diversidad morfoldgica
y genética de dichas morfoespecies. En experimentos de laboratorio, se compararon los ciclos de
vida de ambas morfoespecies. En una segunda etapa del estudio se evalud la susceptibilidad y
supervivencia de ambas morfoespecies al ser infectados por el hongo patégeno Neozygites
floridana (Weiser y Muma, 1980). Los acaros fueron alimentados con hojas de frijol (Phaseolus
vulgaris L., 1753), en crias y experimentos que se desarrollaron en condiciones controladas (25 +
2°C, 60 £ 5% HR y 12:12 h L: O); un grupo de organismos fue expuesto a infeccion con N.
floridana mientras que otro (testigo) no fue expuesto a la infeccién. Se corrobord la identificacion
de la forma verde con dos manchas como T. urticae, y la de la forma roja como T. cinnabarinus.
Los estudios de ciclo de vida entre los ejemplares infectados y no infectados mostraron diferencias
significativas en los tiempos de desarrollo: incubacion-huevo, F1,224= 29.88, P<0.0001; desarrollo
de larva a adulto, F1224=62.7271, P<0.0001; longevidad del adulto, F1224=2346.102, P<0.0001, asi
como diferencias en fecundidad media diaria (a=0.05). En cuanto al porcentaje de infeccién por
N. floridana, se estim6 81.00% en T. urticae, y 55.43% en T. cinnabarinus. Se concluye que T.

cinnabarinus es menos susceptible a la infeccion por N. floridana que T. urticae.

Palabras clave: control biologico, entomopatdgenos, fecundidad, mortalidad.
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Viridiana Lizeth Galvez Partida, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

Tetranychus urticae (Koch, 1836), a two-spotted greenish mite, is a cosmopolitan species
that infests more than 900 plant species, including commercial species. Tetranychus cinnabarinus
(Boudreaux, 1956) is characterized by its red coloration and is found coexisting in warm and
temperate environments with T. urticae; by that reason, they are considered for some authors to be
synonyms. This scientific debate is due to the high morphological and genetic diversity of these
morphospecies. In laboratory experiments, the life cycles of both morphospecies were compared.
In a second stage of the study, the level of susceptibility and survival of both morphospecies was
evaluated when the mites where exposed to the infection with the entomopathogenic fungus
Neozygites floridana (Weiser and Muma, 1980). The mites were fed with bean leaves (Phaseolus
vulgaris L., 1753), the experiments were developed under controlled conditions (25+2 ° C, 60 +
5% RH and 12:12 h L: O); a group of organisms was exposed to infection with N. floridana
whereas another (control) was not exposed to the infection. The identification of the green form
with two spots was corroborated as T. urticae, and that of the red form as T. cinnabarinus. Life
cycle studies between infected and uninfected organisms showed significant differences in
development times: hatch-egg, Fi204= 29.88, P<0.0001; development from larva to adult,
F1224=62.7271, P<0.0001; longevity of adults, F1,224=2346.102, P<0.0001, as well as differences
in fertility with values of P < 0.0001. Regarding the percentage of infection by N. floridana, 81%
was estimated in T. urticae, and 55.43% in T. cinnabarinus. It is concluded that T. cinnabarinus

is less susceptible to infection by N. floridana than T. urticae

Key words: biological control, entomopathogens, Tetranychidae, mortality.
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I. INTRODUCCION

El abuso de los plaguicidas ha ocasionado un desequilibrio en el balance natural entre las
poblaciones de depredadores y sus presas en cultivos agricolas (Badii y Abreu, 2006). Como
consecuencia de esta intervencion, algunas especies de &caros incrementaron su importancia y se
convirtieron en plagas altamente destructivas en la agricultura (Badii et al., 2010). Los acaros de
la familia Tetranychidae representan uno de los grupos principales de organismos que se alimentan
de una gran variedad de plantas vasculares en todo el mundo (Sun et al., 2012). Afectan cultivos
agricolas, incluyendo plantas en invernaderos y cultivos de campo, que van desde arboles a
herbaceas de bajo crecimiento (Martinez, 2016). Estos acaros representan un riesgo de
introduccién y establecimiento como plagas para cualquier pais que importa material vegetal,
debido a que muchas especies de esta familia son altamente polifagas y tienen una alta tasa de
desarrollo y fecundidad (Arguelles, 2006; Sun et al., 2012).

Especies como Tetranychus urticae (Koch, 1836) se reproducen por partenogénesis
arrenotoca, donde una sola hembra puede establecer una poblacién nueva, infestando de ese modo
rapidamente a una planta (Van Leeuwen et al., 2010; NAPPO, 2015). Aunado a esto, los
tetraniquidos tienen eficientes mecanismos de dispersion por diferentes vehiculos como el viento,
su traslado por la planta a través de su seda o por dispersidn pasiva en herramientas o prendas de
vestir (NAPPO, 2015). Por otra parte, se ha demostrado que suelen desarrollar resistencia a los
plaguicidas (Gbric et al., 2011) mientras que algunos de sus depredadores, como los acaros de la
familia Phytoseiidae, son mas susceptibles a éstos (NAPPO, 2015). Uno de los acaros plaga de
mayor importancia econémica en la agricultura mexicana, asi como en muchas otras partes en el
mundo, es T. urticae (Arguelles, 2006). Su gama de hospederos excede 900 especies de plantas;
en diversos agroecosistemas el combate quimico juega un papel importante en el manejo de sus

poblaciones (Martinez, 2016).

Tetranychus cinnabarinus (Boisduval, 1867) es una plaga de importancia econémica y de amplia
gama de hospedantes (Xien et al., 2009; Peralta y Tello,2011). La distincion morfoldgica y
genetica entre T. urticae y T. cinnabarinus ha sido objeto de muchos estudios y discusiones acerca
de si son 0 no especies distintas. Ambas formas tienen una distribucion mundial, aunque T. urticae
es encontrada predominantemente en climas templados, mientras que T. cinnabarinus habita sobre

todo en climas calidos y tropicales. Ambas formas son altamente polifagas y han sido encontradas



en cultivos en invernadero en ambientes templados, asi como en plantas en ambientes naturales
(Dupont, 1979; Sun et al., 2012). Algunas caracteristicas usadas por los investigadores para
diferenciar entre T. cinnabarinus y T. urticae son la forma de los I6bulos integumentarios dorsales,
la forma del edeago, la quetotaxia, la habilidad de entrar en diapausa, la adaptacion hacia plantas
hospederas, diversos rasgos fisiologicos y de genética poblacional; sin embargo, Auger et al.
(2013) no lograron confirmar la posicién taxondémica de T. cinnabarinus como especie distinta de
T. urticae. La posicion taxonémica tomada por Bolland et al. (1998) no reconoce a T. cinnabarinus
como una especie distinta de T. urticae. Por otra parte, investigaciones con herramientas de
biologia molecular no han arrojado distinciones genéticamente significantes entre ambos
tetraniquidos (Mendoza et al., 2011); T. cinnabarinus es considerada como un fenotipo de T.
urticae y ambas formas pueden coexistir en un mismo cultivo, provocando importantes pérdidas

econdmicas (Sun et al., 2012).

Para el combate de &caros tetraniquidos en Meéxico, se utiliza una gran variedad de
acaricidas (Marquez-Chavez et al., 2019) con diferentes estructuras quimicas, incluidas las
neurotoxinas, insecticidas como organofosforados, carbamatos, piretroides y acaricidas
especificos como los inhibidores de transporte de electrones (CTE) y las avermectinas (Van
Leeuwen et al., 2010). Su notoria y rapida seleccidn de genes de resistencia desarrollada por los
tetraniquidos hacia acaricidas e insecticidas esta fundamentada en su reproduccion arrenotoca, alta
fecundidad, corto ciclo de vida y endogamia (Van Leeuwen et al., 2009). El abuso de abamectina
para el combate de tetraniquidos ha ocasionado en una resistencia a este plaguicida en numerosos
cultivos alrededor del mundo (Stumpf y Nauen, 2001). Por lo que se han buscado alternativas que

permitan un manejo mas eficiente de sus poblaciones, incluyendo el control bioldgico.

El control biolégico es una de las técnicas utilizadas en el manejo integrado de plagas,
donde la interaccion plaga-enemigo natural es el pilar para el conocimiento de las demas
interacciones que ocurren dentro de un sistema tritrofico donde intervienen la planta, la plaga y el
enemigo natural, y donde se busca optimizar las tacticas de control (Rodriguez et al., 2013). El
control biologico es ampliamente utilizado en numerosos paises alrededor del mundo, y en
América Latina posee un desarrollo creciente que abre la posibilidad a empresas productoras de

acaros e insectos benéficos (Daza et al., 2010).



Dentro de la cria masiva de insectos y acaros benéficos destaca la produccion de
Phytoseiulus persimilis (Athias-Henriot, 1957), acaro de la familia Phytoseiidae, principal
depredador de tetraniquidos (Daza et al, 2010). Dentro del sistema de produccién masiva a escala
comercial, los caros fitoseidos son alimentados con acaros tetraniquidos, los cuales a su vez son
alimentados con plantas, principalmente de Phaseolus vulgaris (Linneo, 1753), creando asi un
sistema tritrofico, el cual requiere de una sincronia entre las diferentes partes del proceso
(Rodriguez et al., 2013; Morales et al., 2014). Sin embargo, lograr esta sincronia no es sencillo, se
requiere un sistema de reproduccion masiva econémica y técnicamente viable (Rodriguez et al.,
2013). La utilizacion de los fitoseidos depredadores en el campo agricola esta limitada por la escasa
disponibilidad de ellos en el mercado; a pesar de las continuas mejoras en los métodos de cria
masiva, dos de los principales problemas son la alta demanda de tetraniquidos dentro del sistema
de cria y la vulnerabilidad de éstos hacia patdgenos como Neozygites floridana (Weiser y Muma,
1980) (Rodriguez et al., 2013).

El orden de los Entomophthorales (Zygomycota: Entomophthoromycotina) constituye uno
de los grupos méas grandes de patdgenos de insectos y &caros (Klingen et al., 2009). El
género Neozygites, ubicado en este orden, incluyel5 especies, de las cuales cuatro han sido citadas
infectando &caros (Delalibera Jr. et al., 2004). La especie N. floridana ha sido citada infectando al
menos nueve especies diferentes de acaros tetraniquidos (Scorsetti y Larstra, 2007). Dentro de la
biologia de N. floridana se destaca su corto ciclo de infeccion y alta tasa reproductiva, que como
consecuencia propician fuertes epizootias en las poblaciones de tetraniquidos (Barta y Cagan,
2006). El ciclo de N. floridana en especies del género Tetranychus esta condicionado a una alta
humedad relativa, donde basta con un cadaver con esporulacién de dicho hongo para que comience
un ciclo de infeccién (Castro, 2013). El hongo penetra la cuticula y produce esporas, las cuales son
Ilamadas conidios primarios (Scorsetti et al., 2007). Dichos conidios germinan en capilliconidios
que infectan a nuevos tetraniquidos, adhiriéndose a sus patas u otras partes del cuerpo; los
capilliconidos germinan y penetran la cuticula del hospedero, desarrollando en su interior el cuerpo

hifal, el cual iniciara un nuevo ciclo (Scorsetti et al., 2007; Trandem et al., 2015).

Observaciones preliminares realizadas por la autora de este trabajo mostraron que la
morfoespecie de cuerpo rojizo, identificada como T. cinnabarinus, mostr6 una menor

susceptibilidad a la infeccion por N. floridana que la morfoespecie de color verde-amarillento y



con dos manchas, identificada visualmente como T. urticae. La presente investigacion se disefio
evaluar la susceptibilidad de las dos morfoespecies a N. floridana; esta determinacién es
indispensable para identificar a la especie mas factible para ser utilizada como alimento de P.

persimilis en sistemas de cria masiva para su uso en control bioldgico.



Il. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Determinar la susceptibilidad de T. urticae y T. cinnabarinus hacia N. floridana, medida a
través de la mortalidad, la fecundidad y del tiempo de desarrollo de estos &caros, asi como

determinar la identidad morfologica y molecular de los organismos utilizados en este proyecto.
2.2 Objetivos especificos

Identificar morfologica y molecularmente las morfoespecies de tetraniquidos pretendidas

para usar en la investigacion, designadas como T. urticae y T. cinnabarinus.

Identificar morfol6gica y molecularmente la especie de Neozygites utilizada para este

experimento.

Inducir la esporulacion de Neozygites floridana. en &caros sanos para determinar la

susceptibilidad de T. cinnabarinus y T. urticae a la infeccion por este hongo.



I1l.  REVISION DE LITERATURA
3.1 Entomophthorales

El orden Entomophthorales (Fungi: Zygomycota) se compone por cuatro familias,
Ancylistaceae, Completoriaceae, Entomophthoraceae y Meristacraceae (Humber, 2012). Consiste
en 236 especies, todas patogenas de artropodos (Keller y Petrini, 2005). La mayoria de las especies
clasificadas en estas familias son parasitos obligados; por lo tanto, su reproduccién y crecimiento
en medios de cultivo son complicados, rara vez se logra su crecimiento y esporulacion. Algunas
especies que se han logrado aislar en medios de cultivo se han desarrollado en cultivos complejos,

con la adicion de productos organicos especificos para cada especie a tratar (Kirk, 1999).

Los hongos Entomophthorales son cosmopolitas; sin embargo, parecen tener mayor

namero de especies en climas templados a célidos (Keller, 2008).
3.2 Neozygitaceae

Recientemente la familia Neozygitaceae fue excluida del orden Entomophthorales,
formando parte del orden Neozygitales y de una nueva clase Neozygomycetes (Humber, 2021);
sin embargo, en este trabajo se tomd en cuenta la clasificacion tradicional, la cual est4 conformada
por dos géneros, Apterivorax y Neozygites (Keller, 2008). Hongos patdgenos del género
Neozygites han sido reportados causando epizootias en poblaciones de Mononychellus tanajoa
(Bondar, 1938) en Sudamérica (Agboton et al., 2009). Dentro del género Neozygites destaca la
especie N. floridana, considerada como el mayor patégeno de Tetranychus (Da Silveira et al.,
2013) y se asocia con una reduccion significante de poblaciones de este género (Barta y Cagan,
2006). Sin embargo, ciertos fenotipos o caracteristicas fisioldégicas pueden predisponer a los

organismos a ser mas propensos a infecciones (Susilo et al., 1994).
3.3 Neozygites floridana (Entomophthorales: Neozygitaceae)

El hongo patdgeno N. floridana se encuentra asociado a poblaciones de Tetranychus y es
el principal factor causante de la declinacion de poblaciones de acaros tetraniquidos (Klingen et
al., 2009). Delalibera et al. (2004) mencionan a esta especie como un hongo patdgeno obligado de
acaros. Estos autores también hacen referencia a que la primera observacién de esta especie fue en

1966 por Weiser y Muma en Lake Alfred, Florida, Estados Unidos de América, donde se le



encontré como patdgeno en el &caro de los citricos Eutetranychus banksi (McGregor, 1914). Desde
entonces, este hongo ha sido reportado infectando al menos 18 especies de &caros, todos
pertenecientes a la familia Tetranychidae (Ribeiro et al., 2009). Roggia et al. (2009) indican que
aun con esta lista, la gama de hospederos de N. floridana no puede ser definida. Esta especie
fangica puede formar esporas de resistencia que sobreviven en condiciones adversas; se han
encontrado esporas de resistencia en el suelo, a lo largo de todas las estaciones del afio (Da Silveira
etal., 2013).

Las mayores infecciones en tetraniquidos por N. floridana se presentan en los temporales
de lluvias y ocasionan un alto porcentaje de mortalidad en poblaciones activas de Tetranychus
(Barta y Cagan, 2006). Estas condiciones con alta humedad relativa inducen brotes epizo6ticos de
este hongo (Barta y Cagan, 2006).), debido a que favorecen la germinacion de las esporas de
resistencia que sobreviven en condiciones adversas en el suelo, a lo largo de todas las estaciones
del afio (Da Silveira et al., 2013).

Las infecciones de N. floridana acaban completamente con poblaciones de Tetranychus en
un promedio de 3.38 dias a 25 °C, y en 11.02 dias a 15°C (Smitley et al., 1986; Castro et al., 2018).
La patogenicidad de este hongo se debe en gran medida a una serie de factores que participan en
diferentes mecanismos que afectan al huésped, tales como el crecimiento vegetativo, la activacion
y germinacion de los conidios, la liberacion de metabolitos, la penetracién a través de la cuticula,
la supervivencia y el crecimiento dentro del hospedero, lo cual resulta en una susceptibilidad
mayor en condiciones de cria masiva, donde las condiciones para la reproduccion de P. persimilis
son propicias para la germinacion y esporulacion de N. floridana en acaros Tetranychus (Smitley
etal., 1986).

Se han realizado trabajos para medir el impacto de las epizootias causadas por N. floridana
en 4caros como Tetranychus evansi Baker y Pritchard, 1960, en donde se encontraron afectaciones
de més del 50% en las poblaciones evaluadas, aun cuando la densidad de la poblacion de este acaro
era baja (Da Silveira et al., 2009; Agboton et al., 2009). Sin embargo, en la literatura no se
encontraron trabajos donde se haya evaluado especificamente la susceptibilidad de T. cinnabarinus
y T. urticae hacia N. floridana.



Neozygites floridana es un patdgeno especifico de tetraniquidos, por lo que los fitoseidos
no se ven afectados fisicamente por este patdgeno; sin embargo, la baja en la poblacion de
tetraniquidos es un factor limitativo en la produccidén masiva de los fitoseidos (Ribeiro et al., 2009).
La dificultad de mantener una produccién continua de P. persimilis promueve que los agricultores
prefieran combatir a los &caros plaga con productos quimicos, ya que para dar continuidad al
control bioldgico con enemigos naturales es necesario contar con la disponibilidad inmediata de
los organismos benéficos (De la Pefia, 2011; Daza et al., 2010). Actualmente P. persimilis se puede
importar a México de paises como Estados Unidos y Holanda, pero su efectividad se ve disminuida
debido al efecto del viaje sobre la calidad y supervivencia de los individuos, ademas de que el
costo para adquirir los organismos benéficos reduce la competitividad respecto a plaguicidas

quimicos (Daza et al., 2010).

La temperatura y la humedad relativa son dos factores determinantes en la esporulacion de
N. floridana (Delalibera et al., 2006). Sin embargo, el macroclima no siempre es el factor
determinante para la esporulacién y germinacion de este patdgeno, ya que el proceso ocurre en la
superficie de la hoja donde la humedad relativa es alta aun en periodos con baja humedad
atmosférica (Wekesa et al., 2010). Los brotes epizodticos y su desarrollo, asi como la complejidad
de las interacciones entre diferentes niveles troficos, hacen de esta area de estudio todo un reto
(Berdinesen, 2012). El uso de N. floridana. como control bioldgico inoculativo o inundativo es
todo un reto, debido a que las especies de este género son paréasitas obligadas de su huésped y es

muy complicado reproducirlas en medios artificiales (Delalibera et al., 2006; Castro et al., 2018).

En algunas ocasiones la identificacion de los hongos patégenos por medio de microscopia
y criterios fenotipicos puede llegar a ser subjetiva, sobre todo en el caso de especies similares
morfologicamente; en estos casos se recomienda usar técnicas moleculares como PCR, en donde
se emplean iniciadores (primers) universales de hongos (5-CTGGTTGATTCTGCCAGT-3';
Gargas y DePriest, 1996) y (5"-AATGATCCTTCCGCAGGT-3"; DePriest, 1993; Delalibera y
Humber, 2004; Montalva et al., 2014).

3.4 Familia Tetranychidae

Todos los acaros pertenecientes a la familia Tetranychidae son fitofagos, componen el

grupo mas importante de acaros plaga dentro del sector agricola (Badii, 2010). Algunos acaros de



esta familia son considerados plagas importantes en cultivos de alrededor del mundo (Fathipour y
Maleknia, 2016), donde dafian cultivos de campo abierto, frutales, hortalizas y ornamentales (Van
de Vrie et al., 1972). Los dafios ocasionados por estos &caros son manchado y caida de las hojas y
frutos, decoloracion en frutos, reduccion en rendimiento y muerte de las plantas (Van de Vrie et
al., 1972). Muchos de estos acaros pueden ser también encontrados en manchones de malezas,
desde donde pueden ser dispersados por el aire, por transporte pasivo a traves de otros organismos

y por el movimiento de ellos mismos a través de telarafias (Azandeme-Hounmalon et al., 2014).

Dentro de esta familia, la especie mas notoria es T. urticae, globalmente distribuido; es el
principal &caro plaga de cultivos ornamentales, frutales y vegetales en el mundo; se estima que
puede infestar alrededor 900 especies de plantas pertenecientes a 70 géneros (Sedaratian-Jahromi
etal., 2011).

Las especies del género Tetranychus se caracterizan por presentar en el tarso de la pata |
dos pares de setas duplex, relativamente distantes un par de otro, el tarso de la pata Il con un par
de setas duplex, el pretarso de la hembra se caracteriza por presentar un empodio central
modificado en dos o tres pares de pelos, también llamados pelos proximoventrales, y puede haber
0 no una espuela dorsal. EI empodio del macho puede ser uno o dos en forma de garra, con dos
apéndices laterales (ufias), cada uno modificado en un par de pelos con forma de T. El cuerpo de
la hembra tiene un par de setas h (la seta H1 ausente) y dos pares de setas ps, un peritrema simple
y curvado distalmente (Bolland y Fletchmann, 1998). Actualmente se han descrito 147 especies

de Tetranychus en el mundo (Migeon y Dorkeld, 2013).
3.5 Tetranychus urticae

Tetranychus urticae en México es el principal acaro plaga, afecta entre otros cultivos a
plantas ornamentales, las cuales representan cerca de 13, 188 ha cultivadas (Robles-Bermudez et
al., 2012). Reduce la calidad de produccion, aumentando los costos de manejo y los riesgos de
salud publica y ambiental, ya que obliga a usar plaguicidas quimicos para su combate (Aguilar-
Mendel et al., 2011).

Para este acaro herbivoro generalista, tanto de cultivos alimenticios como de plantas
ornamentales, la gama de hospederos es muy amplia, entre la que destacan los cultivos de algoddn,

frijol, fresa, citricos, clavel, almendra, rosa y nuez, ademas de que en invernaderos ataca a pepino,



tomate, berenjenay chile, entre otros, inclusive vegetales que producen compuestos toxicos (Grbi¢
et al., 2011; Migeon y Dorkeld, 2013). EI clima seco y el calor son detonantes para incrementar
sus poblaciones; el dafio que producen en las plantas se identifica como una clorosis en las hojas
(Li et al., 2009). Su ciclo de vida corto y su alto potencial reproductivo potencializan la
predisposicion de este acaro hacia desarrollar resistencia a multiples productos quimicos (Grbi¢ et
al., 2011; Onstad y Knolhoff, 2014).

De acuerdo con la NAPPO (2015), el desarrollo bioldgico de este acaro es favorecido por
temperaturas de aproximadamente 30 °C y baja humedad relativa. El lapso de desarrollo desde
huevo hasta adulto es de aproximadamente 8-12 dias, se estima que cada hembra produce
aproximadamente 114 huevos en su vida, con picos maximos de fecundidad de aproximadamente
14 huevos por dia. Los machos se desarrollan mas rapido que las hembras, la proporcion sexual es
de 2:1 a 3:1 a favor de las hembras (Badii et al, 2010).

En ambientes no optimos para su desarrollo, T. urticae puede entrar en diapausa, estado
fisiologico de inactividad, la cual es inducida por el fotoperiodo, la temperatura y el alimento,
como mecanismo para escapar del tiempo adverso (Badii et al., 2010; NAPPO, 2015). Su
distribucion es practicamente cosmopolita, en la region Afrotropical ha sido detectado en paises
como Angola, Mozambique, Etiopia, Zambia, Sudafrica y Sudan; en la region Australasiatica, en
Australia, Nueva Zelanda, Fiji y Hawai, entre otros; en la regién Neartica, en México, Canada y
Estados Unidos; en la region Neotropical, en Argentina, Brasil, Ecuador, Guatemala y Puerto Rico,
entre otros; en la region Oriental, en Bangladesh, China, Indonesia, India y Taiwan; en la region

Paleartica, en Argelia, Afganistan Hungria, Israel y Reino Unido (Migeon y Dorkeld, 2013).

El genoma de T. urticae muestra respuestas Unicas a cambios ambientales, ademas se
encontr6 la adicion de genes por transferencia lateral en respuesta a cambios ambientales (Grbic¢
et al., 2011). Debido al alto nivel de polimorfismo en especies de la familia Tetranychidae, los
métodos de identificacion molecular como el uso de marcadores moleculares han crecido en
popularidad (Navajas, 1998; Grbric et al., 2011). EI genoma de T. urticae fue secuenciado en su
totalidad por Grbric et al. (2011), quienes determinaron su tamafio total de 90 megabases, ademas
de resaltar caracteres Unicos en el genoma de estos acaros, producidos por cambios ambientales y

transferencia lateral genética. EI gen COI (citocromo oxidasa subunidad 1) es el marcador
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molecular mayormente empleado en la identificacion de variaciones moleculares mediante PCR
(Mérquez-Chavez et al., 2019).

En cuanto a la morfologia de T. urticae, se encuentra en primer lugar la coloracion, la cual
en hembras activas va de amarillento a verde hoja (Boudreaux, 1956, Auger et al., 2009).
Boudreaux (1956) reconoce a esta especie por la disposicion de las manchas en la parte dorsal del
histerosoma femenino, estas manchas se situan a los lados. Otra caracteristica distintiva en T.
urticae son los lobulos dorsales, estructuras pequefias, alineadas en estrias en forma de huellas
digitales en el integumento de los acaros; en T. urticae la forma de estos I6bulos es ancha, oblonga,
semi-oblonga, redondeada, estrechada o en algunas ocasiones triangular (Auger et al., 2009) pero
nunca atipicamente puntiaguda (Brandenburg y Kennedy, 1981; Auger et al., 2009). Por otra parte,
puede llegar a ser bastante complicado identificar a T. urticae de T. cinnabarinus Unicamente
usando métodos morfoldgicos, debido al alto nivel de polimorfismo y la variacion intraespecifica,
los cuales a su vez se deben a los diferentes habitats y hospederos donde se pueden encontrar

ambos acaros (Xien et al., 2009).
3.6 Tetranychus cinnabarinus

Boudreaux (1956) sefialé que la principal diferencia morfoldgica para distinguir entre T.
cinnabarinus y T. urticae es la diferencia entre los patrones de las formas de los Iébulos del
integumento dorsal (estrias) de las hembras; T. urticae presenta l6bulos semioblongos, mientras
que en T. cinnabarinus son semicirculares o triangulares. Ademas, esta Ultima especie tiene una
coloracion roja o "une belle couleur rouge aurore” (Dupont, 1979; Auger et al., 2013). Boudreaux
(1956) también indicé que puede existir hibridacion, pero dichos hibridos son estériles. Sin
embargo, estudios recientes de Auger et al. (2013) sefialan a través de experimentos de hibridacién
que los &caros hibridos de las dos formas no son estériles. Ademas, las diferencias sefialadas
respecto a los I6bulos han sido objeto de debates, debido a la falta de persistencia en la forma de
los I6bulos (Dupont 1979). Por este motivo, autores como Auger et al. (2013) sefialan que T.

cinnabarinus debe ser considerado como un sinénimo dentro de la polimdrfica especie T. urticae.

Takafuji et al. (1991) y Sun et al. (2012) consideran que T. urticae posee dos formas o
fenotipos; una verde, que habita en sitios con temperaturas templadas y frias (T. urticae), y una

forma roja (T. cinnabarinus), que prevalece en temperaturas calidas y tropicales. Datos
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moleculares sugieren que T. urticae es un fenotipo y T. cinnabarinus es otro fenotipo; es decir, dos
morfotipos en una especie (Xie et al., 2006). Sin embargo, la controversia por si son o0 no dos
especies distintas continda con estudios moleculares, donde Navajas (1998), Sun et al. (2012) y
Auger et al. (2013) sefialan que ambas formas son sindnimos. Por otra parte, en algunos estudios
no se logran separar completamente las especies al compartir caracteristicas en comun (Xie et al.,
2006; Xie et al., 2008), mientras que Li et al. (2009) validan la separacion de ambas especies por
medio de marcadores microsatélitales, ya que encontraron diferencias genéticas entre T. urticae y
T. cinnabarinus. Dichas diferencias fueron relacionadas con la distancia geografica entre los

acaros (Auger et al., 2013).

Finalmente, ambas formas tienen una amplia distribucién y pueden ser encontradas
afectando plantas en invernaderos, arboles y herbaceas (Peralta y Tello, 2011). Ambas formas
coexisten en algunos cultivos, T. urticae ha sido reportada en méas de 900 especies vegetales,
mientras que T. cinnabarinus ha sido reportada en aproximadamente 120 cultivos de importancia
econdmica (Xien et al., 2009; Peralta y Tello, 2011). Sun et al. (2012) reportan a T. cinnabarinus
como la especie nativa de algunas regiones en Chinay a T. urticae como la especie invasora; esta
especie se destaca por su rapido desarrollo y alta capacidad reproductiva (Dupont, 1979; Li et al.,
2009; Sun et al., 2012).
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IV. METODOS DE CONTROL
4.1 Control quimico

Los acaricidas juegan un papel fundamental en el control de los &caros tetraniquidos (Van
de vrie et al., 1972; Aguilar-Mendel et al., 2011). Sin embargo, la rotacién de los acaricidas ha
sido minima desde hace aproximadamente 25 afios, lo que ha generado graves problemas de
resistencia en los acaros. Se estima que hay resistencia a 90 acaricidas a nivel mundial (Cerna et
al., 2009; Aguilar-Mendel et al., 2011).

4.2 Control bioldgico.

Generalmente en cultivos no comerciales, donde no se utilizan plaguicidas ni
fertilizaciones excesivas, los acaros tetraniquidos son controlados por un amplio complejo de
especies depredadoras (Croft y Hull, 1983). Los programas de manejo integrado de &caros se basan
en la aplicacién de productos quimicos selectivos contra la plaga que se intenta controlar y al
mismo tiempo la liberacion de agentes de control biologico naturales, depredadores como los
acaros de las familias Phytoseiidae y Stigmaeidae, escarabajos coccinélidos del género Stethorus,
Hemipteros y Neurdpteros de las familias Chrysopidae y Hemerobiidae, entre otros (Aliniazee y
Croft, 1990). El uso de agentes de control bioldgico permite disminuir la intensidad de aplicaciones
de plaguicidas, con la consecuente reduccién en el desarrollo de resistencia a dichos productos
(Croft et al., 1990).

El ciclo de vida corto, alta fecundidad y habilidad de crear resistencia hacia acaricidas han
hecho que el control de &caros Unicamente con productos quimicos sea extremadamente dificil;
ademas, cabe mencionar los efectos de los residuos toxicos de productos quimicos en humanos y
el ambiente, lo que ha resaltado la necesidad de emplear técnicas seguras y amigables con el
ambiente para el manejo de estos acaros plaga (Sedaratian-Jahrom et al., 2009). Por lo anterior, se
ha gestado un creciente interés en alternativas de combate para estas plagas, como la resistencia
de cultivos, el control bioldgico y la integracion de métodos que permitan un manejo eficiente
(Fathipour y Sedaratian, 2013).

El control biologico por aumento se ha convertido en una préactica fundamental en el

manejo integrado de plagas (IPM, por sus siglas en inglés) (Pilkington et al., 2010). Los &caros
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depredadores, generalmente aquellos pertenecientes a la familia Phytoseiidae, juegan un papel
importante entre los agentes de control bioldgico utilizados para el manejo de los acaros fitéfagos
(Rodriguez et al., 2013; Knapp et al., 2018).

El mercado para los artropodos utilizados como agentes de control bioldgico se ha
incrementado fuertemente a traves del tiempo (Van lenteren, 2012). La comercializacion de estos
agentes ha pasado de generar ingresos por $30 millones de ddlares en 1997 a generar un estimado
de $600 millones de dolares en el 2014 a nivel mundial (Van lenteren, 2012). El interés por la
produccion y aplicacion préctica de estos depredadores se ve reflejado en numerosos estudios
(Rodriguez et al., 2013). Se tiene el registro de aproximadamente 20 especies de fitoseidos

disponibles comercialmente (Zhang, 2003).

Actualmente los métodos de produccién masiva de fitoseidos como P. persimilis se llevan
a cabo dentro de invernaderos, donde se cultivan plantas de frijol Phaseolus sp. como alimento
para la produccidn de tetraniquidos y posterior inoculacion con los acaros depredadores. Para este
proceso se requieren colonias de acaros tetraniquidos, sanas y libres de depredadores; hojas con
acaros tetraniquidos de estas colonias son utilizadas para infestar otras plantas de frijol en
diferentes invernaderos, infestando asi series semanales de acaros tetraniquidos e inoculando con
acaros depredadores, con lo que se asegura que los acaros depredadores dispongan siempre de
alimento para su 6ptimo desarrollo y reproduccion. A las 2-3 semanas, cuando la densidad de
poblacion de los depredadores es mayor, se procede a cosechar el invernadero y colectar la mayor
cantidad de acaros depredadores posible. Para este proceso, se requiere perfecta sincronia entre
presa, depredador y hospedero. La cantidad y calidad del depredador comercializado (P.
persimilis) depende totalmente de la cantidad y calidad de su alimento (tetraniquidos) (Morales et
al., 2014).
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Colecta y almacenamiento del material bioldgico

Las morfoespecies de acaros se colectaron en plantas de frambuesa (Rubus idaeus)
cultivadas en macrotdneles en el municipio de San Isidro Mazatepec, Tala, Jalisco. Se hicieron
tres muestreos durante los meses de febrero, marzo y abril de 2020. Los ejemplares colectados
Vivos se separaron en dos morfoespecies visualmente reconocidas como roja y verde para fundar
colonias (Figura 1). Las muestras vegetales que contenian a los acaros se transportaron al
laboratorio dentro de una hielera, equipada con laminas médicas (cajas de plastico flexible rellenas
con gel, el cual se congela y se reutiliza) en su interior, envueltas en papel periédico para evitar el

exceso de humedad.

Durante enero y febrero de 2020, se colectaron cadaveres de acaros tetraniquidos los cuales
presentaban signos de infeccién por hongo patdgeno N. floridana (Figura 2)-, La colecta se hizo
dentro de los invernaderos de produccion del acaro benéfico P. persimilis, pertenecientes a la
empresa Biobest México, S. A de C.V. Los cadaveres con esporas de N. floridana. Fueron
colectados con un pincel fino esterilizado y se colocaron en tubos Eppendorf para su transporte y
observacion en laboratorio. Se hicieron preparaciones con lactofenol para observar las estructuras
caracteristicas de Neozygites, descritas en Westrum et al. (2014). Adicionalmente se colectaron
cadaveres en tubos Eppendorf, con capsulas de silica, los tubos fueron cerrados herméticamente
con Parafilm ® y se colocaron dentro de recipientes plasticos con capsulas de silica. Estos
contenedores se cubrieron con laminas de aluminio y se refrigeraron a 5°C hasta su

experimentacion.
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Figura 1 .Acaros observados al estereoscopio para su identificacion visual
A. Hembra adulta de T. cinnabarinus. B. Deutoninfa de T. urticae.

Figura 2. Acaros identificados visualmente como infectados por N. floridana

5.2 ldentificacion de acaros basada en su morfologia

Con un pincel hiumedo se tomaron entre 80 y 100 ejemplares de los acaros (de cada
morfoespecie sanos e infectados) y se fijaron en alcohol etilico 70% grado biologia molecular.
Aproximadamente 60 ejemplares adultos de las dos morfoespecies citadas, incluyendo machos, se
montaron entre porta y cubreobjetos con medio de montaje de Hoyer, siguiendo el método de
Krantz y Walter (2009). Adicionalmente, 20 ejemplares se procesaron para su observacion en
microscopio electronico de barrido, montado en portamuestras de laton, de acuerdo con el
procedimiento descrito por Bozzola y Russel (1999). Finalmente 40 ejemplares se mantuvieron en
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alcohol grado biologia molecular para ser procesados para extraccion de ADN y PCR, como se

describe mas adelante.

Los ejemplares montados entre porta y cubreobjetos se observaron con un microscopio de
contraste de fases Carl Zeiss Primostar, mientras que los ejemplares montados en portamuestras
de latdn se observaron con un microscopio electrénico Jeol JSM 6390. Para su identificacion se
tomaron como referencia las claves de Bolland y Flechtmann (1998), asi como las redescripciones

de T. cinnabarinus y T. urticae de Tuttle et al. (1976).
5.3. Identificacion molecular del material bioldgico
5.3.1 Identificacion molecular de T. cinnabarinus y T. urticae

Para la extraccion de ADN de los acaros utilizados en este trabajo, se utilizo el kit DNeasy
Blood & Tissue (QIAGEN, Germantown, MD, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
La prueba de PCR corri6 con los primers COIF: 5°-AAGAGGAGGAGGAGACCCAA-3’ y XR:
5-AAACCTCTAAAAATAGCGAATACAGC-3’, que amplifican un fragmento del gen COI
subunidad I (Folmer et al., 1994; Marquez-Chavez et al., 2019). El volumen de reaccion de la PCR
fue de 30 pL con 3 pL de buffer 10 X, concentracion de dNTP’s de 2 mM, cada primer con 20
pM, TagDNA de 0.5 U y 5 uL de ADN. El programa térmico corrido en un termociclador Thermo
Scientific Type 5020 (modelo ITCA0096) fue de un ciclo de 94°c por 3 min, 35 ciclos de 94°C,
1 min; 50°C, 1 min; 72°C, 2 min; y un altimo ciclo de extension final a 72°C, 10 min. Los
productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (10mg mL-
1 en amortiguador TAE 1X.

Los productos de la PCR fueron enviados para secuenciacion a la compafiia Macrogen Inc.
en Corea del Sur. Las secuencias obtenidas fueron analizadas con el programa MEGA version
10.0.5 para la obtencion de las secuencias consenso Yy éstas se alinearon (BLAST) con secuencias
depositadas en el GenBank para la identificacion de especies por similitud en las respectivas

secuencias de nucledtidos.

La separacion de grupos se realiz6 con el método de maxima verosimilitud y el modelo de
Tamura-Nei utilizando un Bootstrap de 1000 repeticiones. Se presenta el arbol con la mayor
probabilidad logaritmica (-1135,54). Los arboles iniciales se obtuvieron aplicando el método
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BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el modelo Tamura-Nei. Se aplicd
una distribucion gamma discreta para modelar las diferencias de tasa de evolucion entre los sitios

[cinco categorias (+ G, pardmetro = 0,2106)].
5.3.2 identificacién molecular de Neozygites floridana.

Se tomaron grupos de 10 cadaveres de &caros Tetranychus sp. Infectados por hongos
identificados tentativamente como N. floridana. Se maceraron en 350 ul de amortiguador de lisis
(triton 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-Cl pH 8 10 mM, EDTA 1 mM), se agregaron 500 ul de
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se agitaron en vortex por 30 min, se centrifugaron
para la separacion de fases acuosa y oleosa (1200 rpm, 4°C por 5 min), se colectaron 500 ul de la
fase acuosa y se transfirieron a tubos nuevos, se agregaron 50 pl de acetato de sodio pH 5.2y 1 ml
de etanol absoluto a -20°C, se incubaron en hielo por 30 min, se centrifugaron (1200 rpm, 4°C,
por 5 min), se desechd el sobrenadante por decantacion, se agregd 1 ml de etanol 70% a -20°C, se
agitaron los tubos por rotacion, se incubaron en hielo por 15 min, se centrifugaron (12000 rpm,
4°C, por 15 min), se desechd el sobrenadante por decantacion, se dejaron secar al aire y se

resuspendid el ADN en 100 ul de amortiguador TE (0.1 mM EDTA).

Se corrid PCR de los extractos de DNA total usando el kit Dynazyme EXT DNA
Polymerase (Thermo scientific) y los primers 5 -CTGGTTGATTCTGCCAGT-3" 5'-
AATGATCCTTCCGCAGGT-3", que amplifican un segmento de ADN ribosomal, con la
siguiente mezcla de reaccion: 2x Dynazyme PCR master mix, 10 ml, iniciador sentido 0.5 ml,
iniciador antisentido 0.5 ml, agua ultrapura 4 ml, ADN molde 5 ml. Volumen final 25 ul. El
programa de PCR fue de 94°, 3 min; 35 ciclos de 94°, 30 s; 52°, 45 s; y 72°, 60 s; con un ciclo de
extension final a 72° por 5 min, mas 4° por tiempo indefinido. Los productos de PCR se
visualizaron en gel de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (10 mg mL-1) en amortiguador TAE
1X. Los resultados de la PCR fueron enviados a secuenciacion a Macrogen Inc. (Corea del sur);
las secuencias fueron procesadas para su depuracion mediante el programa BioEdit v.7.2.5 (1997-
2013), y se alinearon mediante el programa Mega X v.10.1.8 (1995-2018) con la utilizacién de

secuencias depositadas en el GenBank.
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5.4. Fundacion de las colonias de los acaros

Una vez que se colectaron las morfoespecies de acaros de interés, se procedio a fundar
colonias, para lo cual se utilizo frijol (P. vulgaris) de la variedad denominada “Peruano” o
“Normal”, cultivado en macetas negras de aproximadamente 20 x 20 cm, en condiciones de
invernadero. Estas colonias se mantuvieron en cuartos climatizados separados, a 25-33 °C,
humedad relativa de 50-70% y fotoperiodo de 12:12 h luz/obscuridad. Las plantas fueron
reemplazadas después de dos a tres semanas de infestacion con los tetraniquidos, por lo que cada

semana se sembraron nuevas macetas con frijol.

5.5 Desarrollo y mortalidad de acaros sanos y expuestos a la infeccion por N.
floridana

Para evaluar el tiempo de desarrollo y estimar la mortalidad de T. urticae y T. cinnabarinus,
se elaboraron 60 arenas experimentales por cada morfoespecie. Las arenas experimentales
consistian en frascos de acrilico de 2.5 cm de diametro y 3 cm de altura cuya tapa fue perforada
en forma de cuadrado de aproximadamente 0.5 cm x 0.5 cm, y el orificio fue cubierto con malla
de serigrafia para evitar el escape de los acaros. Cada frasco contenia una capa de algodon
humedecido con 10-12 gotas de agua; sobre el algoddn se coloc6 un disco de hoja de P. vulgaris
de 2.5 cm de didmetro con la cara abaxial hacia arriba (justo el didmetro del frasco para evitar que

los &caros cayeran al algodon).

Las condiciones controladas para las arenas experimentales fueron: 25 + 2°C, 60 + 5% HR
y 12:12 h L: O, el material experimental se mantuvo en un cuarto climatizado. Se evalué un total
de 120 arenas experimentales durante el desarrollo de los acaros sanos. Una hembra en etapa de
deutoninfa quiescente (proxima a mudar para convertirse en adulta) y dos machos adultos fueron
colocados por arena experimental, para asegurar la cépula una vez que la hembra llegara a adulta.
A las 24 h se retiraron los adultos, dejando Unicamente los huevecillos, los cuales fueron
contabilizados y monitoreados cada 24 h para documentar su paso por los estados de su desarrollo,
asi como la mortalidad a lo largo del tiempo. El seguimiento a los huevecillos continud hasta la
muerte de los acaros que emergieron de ellos. Los discos foliares alimento para los acaros, fueron

remplazados cada 2-3 dias, asi como el algodon para evitar contaminaciones.
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Al igual que en la etapa anterior, se elaboraron 60 arenas experimentales por morfoespecie,
en las que se siguio el desarrollo y la mortalidad de ejemplares de T. urticae y T. cinnabarinus
expuestos a la infeccion por N. floridana (Encabezado 6.2). Los &caros se manipularon de la misma
forma, excepto que a un lado de cada hembra quiescente se colocd un cadaver esporulado de N.
floridana, el cual previamente habia sido colocado durante 3 h en una camara himeda 25 + 2°C,
95+ 5% HR y 12:12 h L: O para promover su esporulacion (Da Silveira, 2013). A las 24 h fueron
retirados la hembra, los machos y el cadaver, y los huevecillos presentes fueron monitoreados
hasta su etapa adulta y muerte. Para cada acaro muerto se hizo un montaje con lactofenol como
medio de montaje para observar si estaba infectado por N. floridana (Figuras 3 y 4), lo que se
interpret6 como causa de su muerte. Si los cadaveres no presentaban signos del hongo, se considerd

como muerte por causa desconocida.

Los estadios analizados para cada morfoespecie fueron: incubacion de huevo, duracion del
estadio de larva-adulto, longevidad de adulto. En caso de los &caros expuestos a la infeccion por
N. floridana se comparé la longevidad de los adultos entre los que estaban infectados por N.
floridana, lo que se determind por la presencia de esporas, y 10s que murieron por otras causas, no

determinadas.

Figura 3. Cuerpos hifales observados dentro de cadaveres de acaros de ambas morfoespecies. Vista en
microscopio Optico de contraste de fases.
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Figura 4. Hembra de T. cinnabarinus infectada por N. floridana. Vista en microscépico 6ptico de
contraste de fases.

5.6 Fecundidad de acaros sanos y expuestos a la infeccion por N. floridana

Se prepararon 60 arenas experimentales para cada morfoespecie, con el fin evaluar las
diferencias en fecundidad entre morfoespecies. Las arenas fueron iguales a las que se usaron en
los experimentos previamente descritos. Las condiciones de incubacion fueron de 25 + 2°C, 60 +
5% HRy12:12h L: O.

En este experimento se emplearon hembras quiescentes en estadio de deutoninfa (con el
fin de aproximar a las hembras a tener una edad conocida, de un dia de vida adulta) con dos machos
por hembra para permitir la copula. Durante toda la vida de cada hembra-, se contaron los
huevecillos que puso cada 24 horas y enseguida éstos se eliminaron con la ayuda de un pincel fino.

La hoja que servia de alimento para las hembras y los machos fue reemplazada cada tercer dia.

Para estimar la fecundidad de las morfoespecies en presencia de N. floridana, el
procedimiento fue igual al descrito en el parrafo anterior, 60 arenas experimentales por
morfoespecie. En esta ocasion, se coloco un cadaver infectado por N. floridana justo al lado de la

hembra y los machos (el cadaver habia sido previamente humedecido en una cdmara himeda para
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asegurar la esporulacion), se retir6 a las 24 h y diariamente se contaron los huevos que la hembra

puso hasta que ésta murio.
5.7 Andlisis estadistico

Para comparar el tiempo de desarrollo entre T. cinnabarinus y T. urticae, con y sin
exposicion a la infeccion por N. floridana, se realizd un analisis de la varianza con el cual se estimo
la significancia de ambos factores y su interaccion. Previamente se corroboraron los supuestos
para aplicar analisis de varianza. La variable respuesta fue el tiempo entre un estadio de desarrollo
y otro. Para evaluar las diferencias entre grupos se utilizé la prueba de Tukey (0=0.05). De la
misma manera, se analizdé la longevidad de las hembras madres utilizadas en cada arena

experimental.

Se trazaron las curvas de mortalidad de los acaros, se les comparé entre especies con y sin
la exposicion a N. floridana, mediante la prueba no paramétrica Log-Rank. El porcentaje de &caros

muertos por N. floridana fue corregido mediante la formula de Abbott.

Para evaluar la fecundidad de las morfoespecies, hasta la muerte de las hembras, tanto en
presencia como en ausencia de N. floridana (encabezado 4.6), se realizé un analisis de varianza y
prueba de Tukey para cada dia, en el que previamente los supuestos fueron propiamente validados.
El analisis estadistico se realiz6 mediante el lenguaje de programacién R versién v 4.0.5.
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VI. RESULTADOS

6.1 Identificacion de morfoespecies de a&caros con base en caracteristicas

morfologicas

De acuerdo con Tuttle et al. (1976), una de las principales caracteristicas morfoldgicas para
distinguir a T. cinnabarinus de T. urticae es la forma del edeago, donde en T. cinnabarinus la
cabeza del edeago es ligeramente redondeada, mientras que en T. urticae es ligeramente mas
puntiaguda (Figura 5). No se pudieron observar diferencias evidentes y constantes en la forma de
los edeagos de estas morfoespecies, lo cual se atribuye al alto polimorfismo que existe (Auger et
al., 2013), asi como a que por su pequefio tamafio el edeago se encuentra en el limite de la

resolucion de la microscopia Optica de contraste de fases.

Figura 5. Edeagos de machos observados bajo microscopio dptico contraste de fases. 1000x.
A. Edeago de T. cinnabarinus. B. Edeago de T. urticae.

Otra caracteristica distintiva entre T. cinnabarinus y T. urticae es la forma de los l6bulos 0
microtubérculos de las estrias del dorso de las hembras. En la primera morfespecie son mas altos
que anchos; es decir, “forma de punta” (Figura 6A), mientras que en la segunda especie son
redondeados (Figura 6B). En esta caracteristica las dos morfoespecies estudiadas fueron

claramente diferentes y coincidieron con las respectivas redescripciones de Tuttle et al. (1976).
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Con esta base, la morfoespecie roja se confirma como T. cinnabarinus, mientras que la
morfoespecie verdosa con dos manchas se confirma como T. urticae, si bien no se definen como

especies separadas.

Figura 6. A. LAbulos dorsales de la hembra T. cinnabarinus vista frontal. B. Lobulos dorsales de la
hembra T. urticae vista frontal. Vistas en microscopio electronico de barrido.

6.1.1 Identificacion de N. floridana con base a caracteristicas morfoldgicas

De acuerdo con Keller (1997), las estructuras principales para la identificacion de N. floridana
incluyen cuerpos hifales redondeados, o redondeados en algin extremo, conidiéforos no
ramificados, conidios primarios oblongos o esféricos con 3-8 nucleos, capilliconidios con tubos
capilares, zigosporas de forma elipsoide o esférica, binucleada, de coloracion café obscuro

llegando a negro, raramente se pueden encontrar azigosporas; cistidios y rizoides ausentes.

Estas caracteristicas en las estructuras mencionadas por Keller coinciden con las presentadas en
Mycobank (2005) para la descripcién de la especie N. floridana, asi como con las estructuras
observadas para este trabajo, por lo cual, con base en criterios morfoldgicos, el material colectado
se identifica como N. floridana (Figuras 7, 8 y 9).
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Figura 7. Estructuras observadas de N. floridana. Al. Conidios primarios.
A2. Conidios secundarios. B. Formacidn de capilliconidios y tubos capilares.

Figura 8. A. Capilliconidios anclados en extremidades de T. urticae y T. cinnabarinus.
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Figura 9. Acaro esporulado, infectado por N. floridana

6.2 Caracterizacion molecular de T. cinnabarinus, T. urticae y N. floridana.

Las dos morfoespecies de &caros analizadas tuvieron elevados porcentajes de similitud con

secuencias de nucle6tidos depositadas en el GenBank e identificadas como T. urticae (Cuadro 1).

Para el andlisis de haplotipos se usaron secuencias representativas de cada morfoespecie
de &caros. Para T. cinnabarinus, el programa detecto tres haplotipos (Cuadro 2), mientras que en
el caso de T. urticae se encontraron seis haplotipos (Cuadro 3).

Se dibujé un arbol filogenético a escala, con las longitudes de las ramas medidas en numero
de sustituciones por sitio, el cual fue construido con los resultados obtenidos de la secuencia de
alineacién, con valores de bootstrap mayores al 50% basado en 1000 réplicas; dichos valores son
indicados en los nddulos de la Figura 10. Este andlisis involucro 15 secuencias de nucledtidos, con
un total de 926 posiciones.
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Cuadro 1. Identificacion molecular de morfoespecies de Tetranychus por similitud con secuencias
parciales del gen COI depositadas en GenBank.

Morfoespecie Secuencia con Cobertura Porcentaje Clave de acceso
maxima de
o ) . GenBank
similitud identidad
T. cinnabarinus T. urticae 100 100 0i|1698884830|MK508713.1
(forma roja) linaje 2
T. urticae 100 100 0i|459213577|AB736081.1
Tetranychus 100 100 0i|951591385|KR870317.1
urticae
aislamiento
TNAU000314-
000323
T. urticae (forma T. urticae 100 100 0i|739057856|KM596708.1
verde con dos aislamiento
manchas) TUO02

Para realizar las comparaciones por grupos se utilizaron las secuencias COl AB736076 (T.
urticae, forma verde) y AB736079 (T. urticae, forma roja) utilizadas por Matsuda et al. (2014).
La secuencia de la morfoespecie verde, designada aqui como T. urticae, se agrup6 con la secuencia
citada arriba; AB736076, mientras que la secuencia de la morfoespecie roja, identificada aqui
como T. cinnabarinus, se agrupé con la secuencia de la especie citada como de color rojo;
AB736079.
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Cuadro 2. Haplotipos de T. cinnabarinus determinados mediante el programa DNA Sequence
Polymorphism v.6.12.03.8

Secuencia Enzima  Sitio Corte  Posicion 5'ext-3"ext
Hapl:1 (8B) ASel ATTAAT 1 412/414
Hap2:1 (7B) Apol RAATTY 5 276/280,304/308,399/403,420/424.,4
30/434
Hap 3:2 (2B;1B) ASel ATTAAT 1 414/416
Apol RAATTY 3 276/280,304/308,397/401

Cuadro 3. Haplotipos de T. urticae determinados mediante el programa DNA Sequence Polymorphism

v.6.12.03.8

Secuencia Enzima Sitio Corte Posicion 5" ext-3" ext
Hap 1:1(18C) ASel ATTAAT 1 429/431

Apol RAATTY 3 290/294,318/322,412/416
Hap2:1 (16C) ASel ATTAAT 1 413/415

Apol RAATTY 3 275/279,303/307,396/400
Hap3:4(6C) Apol RAATTY 3 279/283,307/311,400/404
(14C;13C;10C,3
C) ASel ATTAAT 1 417/419
5C Hap 5:1 (5C) Apol RAATTY 3 280/284,308/312,400/404
Hap 6:1(1C) ASel ATTAAT 1 416/418

Por otra parte, se encontrd un solo haplotipo de Neozygites, el cual tuvo 99.84% de similitud con
la secuencia identificada como extraida de N. floridana. Aislamiento ARSEF 662 (clave de acceso
gi|22535856|AF296759.1), asi como 99.84% de similitud con la secuencia identificada como
extraida de N. floridana del aislamiento ARSEF 5376 (clave de acceso gi|37927330|AY233984.1).

Con lo anterior se corrobora la identificacion de los hongos colectados y analizados como N.

floridana.
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Figura 10. Arbol filogenético de separacion de acaros, con el método Méaxima verosimilitud T.
cinnabarinus (formaroja) y T. urticae (forma verde) (ML), basado en el gen mitocondrial COIl, usando el

modelo Tamura-Nei con una distribucion Gamma, valores de Bootstrap basados en 1000 réplicas.
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6.3 Desarrollo y mortalidad de T. cinnabarinus y T. urticae con y sin presencia de N.

floridana.

Como resultado del andlisis estadistico entre morfoespecies, no se encontraron diferencias
significativas en periodo de incubacion huevo (F1,224=0.0407, P=0.8403) y desarrollo larva-adulto
(F1224=3.2252, P=0.0738); en cambio para la longevidad del adulto se encontraron diferencias
significativas (F1,224=52.186, P< 0.0001). Por otra parte, los tiempos de desarrollo evaluados en
presencia y ausencia de N. floridana mostraron diferencias significativas en todos los estadios
evaluados: periodo de incubacion huevo (F1224=29.88, P<0.0001), desarrollo larva-adulto
(F1,224=62.7271, P<0.0001) y Longevidad-adulto (F1204=2346.102, P<0.0001). No se observo
interaccion significativa entre la exposicion (o no) por N. floridana y las morfoespecies en el
periodo de incubacion huevo (F1224=0.4850, P=0.4869); en contraste, si se registro interaccion
significativa en el desarrollo de larva-adulto (F1224=17.9547, P<0.0001); y longevidad de los
adultos (F1,224=, 10.052, P<0.001).

La exposicion de los &caros al patégeno incremento el porcentaje de mortalidad, este efecto

fue mas evidente para la morfoespecie T. urticae, tal como se muestra en la Figura 11.

Cuadro 4. Duracién de estadios de T. urticae y T. cinnabarinus en presencia y ausencia de N. floridana
(media + EE).

Incubacién de Desarrollo larva-adulto  Longevidad de adultos
huevo (dias) (dias) (dias)
COMPARACIONES
T.urticae 4.56+0.196 a 6.80+0.252 a 17.04+ 1413 b
TUuN 3.69+0.067 b 4,01+ 0.083 c 0.81+0.234 d
T.cinnabarinus 4.49+0.093 a 542+0.137 b 20.77£ 0433 a
TcN 3.82+0.165 b 457+0.349 c 2.26£0.318 ¢

*T.uN= Tetranychus urticae+ Neozygites, T.cN= Tetranychus cinnabarinus + Neozygites. Valores dentro
de columnas, seguidos por la misma letra, no son estadisticamente diferentes. Tukey a=0.05.
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Figura 11. Porcentajes de infeccion entre T. urticae y T. cinnabarinus hacia N. floridana mediante la
férmula de Abbott corregida.

Los resultados de las curvas de supervivencia muestran diferencias significativas entre las
morfoespecies comparadas tanto en presencia como ausencia de N. floridana. La comparacion de
las curvas de supervivencia entre morfoespecies sin la presencia de N. floridana mostré diferencia
significativa: Tc-Tu (¥#=38.70, P=0.0002). Por otra parte, las curvas analizadas donde una
morfoespecie fue expuesta al patdgeno y otra morfoespecie no fue expuesta a N. floridana
muestran diferencias significativas con los siguientes valores: Tc-TcN (y2=86.82, P=0.0002), Tu-
TuN (x2=68.95, P=0.0008), Tc-TuN (x¥#=85.70, P=0.0002), Tu-TcN (y#= 871.06, P=0.0008).
Para finalizar, las curvas de ambas morfoespecies expuestas a N. floridana fueron comparadas,
resultando los siguientes valores TcN-TuN (x#=18.36, P=0.006) (Figura 12). Los valores
porcentuales mas altos de supervivencia de individuos se observaron en T. cinnabarinus cuando

se compararon los tratamientos con o sin exposicion a N. floridana.
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Figura 12. Curvas de mortalidad mediante Log-Rank, T. urticae y T. cinnabarinus, en ausencia y
presencia de N. floridana, desde huevo hasta su muerte.

6.4 Fecundidad de T. cinnabarinus y T. urticae en presencia y ausencia de N.

floridana

La fecundidad promedio de las hembras de ambas morfoespecies, en presencia y ausencia
de N. floridana, muestran diferencias significativas entre los huevos promedio por dia (P<0.0001).
Los promedios graficados en la (Figura 13) muestran que T. cinnabarinus present6 la mayor
fecundidad promedio por dia; asi mismo, se puede apreciar en el dia 5 que la fecundidad promedio
de T. urticae en presencia de N. floridana se redujo a cero, mientras que para T. cinnabarinus bajo
la misma condicién, la fecundidad promedio se mantuvo, entre 2.5 huevos por dia (Tukey a=0.05).
Como resultado las pruebas estadisticas, se confirma que la fecundidad promedio entre hembras

con y sin presencia de N. floridana es mayor para la (forma roja) T. cinnabarinus.
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Figura 13. Promedio de huevos por dia. Las letras corresponden a comparaciones entre tratamientos dentro
de cada dia (Tukey a=0.05)
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VII. DISCUSION

Se analizaron y fotografiaron los edeagos de machos de las dos morfoespecies; sin
embargo, no mostraron diferencias morfologicas evidentes (Figura 5). En las fotografias de los
I6bulos dorsales que se encuentran en el integumento de hembras, si se observaron diferencias
entre los I6bulos dorsales de T. cinnabarinus al ser mas agudos en su parte apical, mientras que
los I6bulos de T. urticae eran mas redondeados apicalmente. Estas diferencias entre los l16bulos
dorsales de las hembras han sido estudiadas previamente por varios autores, como Auger et al.
(2013), quienes hacen una revision exhaustiva de las caracteristicas morfoldgicas utilizadas para
separar T. cinnabarinus de T. urticae. Aunque las fotografias al microscopio electrénico de barrido
muestren una clara evidencia de los patrones entre morfoespecies (figura 6), para autores como
Auger et al. (2013), esta caracteristica, asi como la comparacion de edeagos, no son consideradas
contundentes para la identificacion, debido a la variacion en los tamafios de los I6bulos de la misma

morfoespecie.

Las diferencias genéticas encontradas en las regiones de ADN codificadas con el marcador
molecular COI permiten agrupar a las dos morfoespecies como distintas entre si. En este trabajo
se observaron tres haplotipos a la morfoespecie T. urticae y seis haplotipos a la morfoespecie T.
cinnabarinus; estos resultados concuerdan con las diferencias genéticas encontradas por Li et al.
(2009) quienes, utilizando microsatélites como marcadores moleculares, encontraron diferencias
moleculares entre T. cinnabarinus y T. urticae. Sin embargo, para Auger et al. (2013), estos
estudios no sustentan la distincion monofilética de las dos morfoespecies. Por su parte, sélo se
detectd un haplotipo de N. floridana, lo cual es consistente con el hecho de que se hizo una sola

colecta de esta especie.

Como resultado de la experimentaciéon, no se elaboraron tablas de vida para esta
investigacion, debido a que la investigacion se desarroll6 en dos experimentos independientes. Los
datos obtenidos sobre la duracion en el desarrollo de T. urticae, asi como la proporcién sexual de
hembras (Tu 3:1, Tc 4:1) y fecundidad, coinciden con los estimados por Badii et al. (2010) y
Peralta y Tello (2011), con acaros no expuestos a infeccion por N. floridana y en trabajos
independientes. Si bien para estos autores no existen diferencias marcadas respecto al desarrollo,
y proporcion sexual entre morfoespecies, en el presente trabajo si se encontraron diferencias en

cuanto a la longevidad de T. cinnabarinus y T. urticae, en donde las hembras adultas de T.
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cinnabarinus resultaron ser mas longevas con un promedio de 20.77 dias de vida desde adulto
hasta su muerte, mientras que T. urticae sobrevivié 17.04 dias (Cuadro 4). Misma informacion que
se corrobora con las curvas de mortalidad (Figura 12), asi mismo se encontraron diferencias en las
proporciones sexuales de la descendencia de hembras infectadas por N. floridana (TcN 8:1, TuN

3:1), lo cual explica la alta tasa de fecundidad en hembras de T. cinnabarinus.

Cuando se expuso a las dos morfoespecies a la infeccion por N. floridana, se observo una
reduccién significativa en el tiempo de incubacion de los huevos respecto a aquellos no expuestos
a la infeccion (Cuadro 4), asimismo con el tiempo de desarrollo desde larva hasta adulto y una
reduccion significativa en la longevidad de los adultos expuestos a N. floridana. No hay
antecedentes sobre un mecanismo que explique por qué la exposicion al patdégeno de interés acelera
la incubacion y el desarrollo de los acaros; se especula que los ejemplares expuestos a dicho hongo
sufren una reaccion de SOS, acelerando su desarrollo para alcanzar a reproducirse antes de morir
0 bien el aumento de alimento debido a aquellos individuos muertos, mejorando su fitness
ecologico. Por su parte, la reduccion en la longevidad de los adultos se atribuye simplemente al

efecto letal de N. floridana.

Las curvas de mortalidad muestran diferencias significativas (Log Rank, P = 0.05) entre
los &caros infectados por exposicion directa a N. floridana y ambas morfoespecies cuando no
fueron expuestas, (Figura 12). La frecuencia de infeccion por N. floridana encontrada en las dos
morfoespecies coloca a T. urticae como mas susceptible a muerte por infeccion de N. floridana.

La explicacion a estos porcentajes de mortalidad puede ser justificada por la presencia de
carotenoides en los acaros tetraniquidos; segun Grbic et al. (2011), dichos carotenoides estan
ligados a genes homologos de hongos Zygomycetes, por transferencia lateral. Si bien muchos
trabajos sobre los carotenoides en el reino animal han sido enfocados a la adquisicion de éstos, por
la metabolizacion a través del alimento, actualmente se ha comenzado a investigar sobre los genes
que estan involucrados en el transporte, proceso y deposicion de carotenoides como parte de un
proceso evolutivo (Toews et al.,, 2017). Altincicek et al. (2012) encontraron diferencias
significativas entre la concentracion de carotenoides contenidos en las dos morfoespecies motivo
del presente estudio, T. cinnabarinus (forma roja) posee mayor concentracion de carotenoides que

T. urticae (forma verde), y esto puede ser este el motivo por el cual la susceptibilidad de T.
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cinnabarinus es menor hacia N. floridana. De igual manera, los cambios en el genoma de T.

cinnabarinus y T. urticae pueden conducir a un proceso de diferenciacion.

De acuerdo con estos resultados obtenidos, se concluye que T. cinnabarinus presenta un
mayor potencial reproductivo debido a su longevidad y fecundidad promedio ante la presencia del
patdgeno N. floridana, lo cual se traduce en mayor nimero de descendientes, mayor adaptabilidad
y persistencia en cultivos. En los resultados obtenidos del analisis de varianza factorial, ni las
morfoespecies ni la presencia y ausencia de N. floridana influyen el desarrollo de los estadios de
incubacién de huevo y desarrollo de larva, pero si influyen en la longevidad de los adultos, donde
la longevidad de las hembras de T. urticae resulta ser menor que en el caso de T. cinnabarinus.
Esto puede ser explicado debido que los machos son atraidos por hembras infectadas con N.
floridana, dispersando las esporas en hembras sanas al momento de buscar aparearse y con ello
incrementando la posibilidad de infeccion en hembras adultas (Trandem et al., 2015). Asi mismo,
La longevidad en las hembras de T. cinnabarinus es un factor que explica la alta tasa de fecundidad
presentada en este trabajo. La presencia o ausencia de N. floridana fue significativamente diferente
en todos los estadios de desarrollo, entre las morfoespecies, dicha condicion es evidente en el
(Cuadro 4) donde las comparaciones entre las medias de los estadios cambian drasticamente ante
la condicionante del patégeno. La interaccion entre las morfoespecies en presencia y ausencia de
N. floridana no influye en el desarrollo de los estadios de incubacion de huevo, pero si en el
desarrollo de larva, y la longevidad de los adultos entre morfoespecies; en donde la interaccién
entre la morfoespecie y la presencia de N. floridana disminuye la longevidad de T. urticae

contrastado con T. cinnabarinus.

Para finalizar, después de analizar todo este conjunto de caracteristicas, morfologicas y
bioldgicas, se establece que existe un nivel de fecundidad, supervivencia y desarrollo mas elevado
en los acaros aqui mencionados como T. cinnabarinus, los cuales, dentro de un sistema de cria
masiva, pueden ser empleados como alimento funcional para depredadores como P. persimilis,
por lo que este estudio apoya de manera directa a solucionar la problematica antes sefialada, en la

mejora de la alimentacion para la produccion de acaros depredadores.
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VIIl. CONCLUSION

Las diferencias morfologicas en los I6bulos dorsales de las hembras entre T. cinnabarinus
y T. urticae, las cuales concuerdan con las descripciones caracteristicas de cada “especie”, asi

como diferencias moleculares entre las mismas, se inclinan a descartar la sinonimia entre T.
cinnabarinus y T. urticae.

Se encontraron diferencias significativas entre el desarrollo y fecundidad de T.
cinnabarinus y T. urticae, asi, como en la probabilidad de muerte por infeccion por N. floridana,
donde T. cinnabarinus present6 una menor susceptibilidad a este hongo. Estos resultados apoyan
de manera directa en la produccion de acaros depredadores, por lo que se propone la utilizacién de
T. cinnabarinus como alimento dentro de la cria masiva de acaros depredadores, principalmente a
P. persimilis. Sin embargo, se establece la necesidad de nuevos estudios sobre los segmentos
geneéticos utilizados, debido al nivel de polimorfismo presente en estos acaros y su amplia
adaptacion, mutacion y resistencia a insecticidas y cambios ambiental.
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