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NormasEditoriales

Tipodematerialesparapublicacion

La revista Agraria -Nueva Epoca- acepta, para su publicacion,
materiales en espafiol e inglés, sobre temas relacionados con las
ciencias agricolas, pecuarias y forestales, incluyendo las areas de
ingenieria, agroindustria y socioeconémicas. Todo materid debera
venir acompafiado de la solicitud correspondiente.

Estos materiales pueden ser articulos cientificos, notas de
investigacion o ensayos.

Los materiales que se envien para su publicacién deberan
cefiirse alas normas que, parata efecto establezca Agraria -Nueva
Epoca- y estaran sujetosarevisiony arbitragje por € Comité Editorial
de la revista -0 por quienes éste designe-, como requisito previo a
su publicacién.

No se aceptan trabajos ya publicados, 0 que estén sometidos a
consideracion en otros medios cientificos de difusion.

Es de desear que la realizacion de la investigacion, cuyos
materiales sean enviados para su publicacién, no exceda de 4 afios
anteriores a la fecha de su remision.

Formato

El respeto a las siguientes indicaciones respecto a formato
solicitado facilitara grandemente nuestro trabgjo de edicion.

Textos

Los textos, con todos sus anexos, deberan enviarse
empaquetados (nosotros preferimos WinZip), sin contrasefias de
seguridad, por correo electrénico, escritos en un procesador de
textos de uso comun (preferimos Word), en formato tamafio carta
(21.57 x 27.94 cm), sin sangria, y a rengldn seguido, con margenes
de 2.5 cm por lado. Agradeceremos evitar nombres de archivo
excesivamente largos o con espacios en blanco. Los textos se
redactarén en un tipo formal conocido ttf (True Type Font) tales
como Aria, Times New Roman o similares, de 12 puntos. L as hotas
se escribiran en 9 puntos.

Todos los renglones, incluidos los encabezados, se iniciarén,
invariablemente, a partir de margen izquierdo, Sin sangria.

Todos los encabezados, independientemente de su orden, se
escribirdn en dtas y bagjas, y negrillas.

Los parafos se escribirdn sin pasar renglon entre dlos; para
separarlos, afin de hacer € texto facil deleer y corregir, se utilizard
el formato automético de parrafo del procesador, para darles un
espaciado posterior de 6 puntos.

Las palabras no se separaran, en ninglin caso, por silabas. Es
conveniente desactivar el comando automatico de insercion de
guiones (hyphenation) de su procesador.

El material no deberd exceder de 520 lineas para articulos
cientificos y ensayos, y de 200 lineas para una nota cientifica,
incluidos cuadros y figuras.

Las unidades que se empleen seran las del Sistema I nternacional
de Unidades (http://www.sc.ehu.es/sbweb/fisica/unidades/
unidades/unidades.htm)

Laspéginas, d igua queloscuadrosy lasfiguras, se numerardn
progresivamente con ndmeros arébigos.

Cuadrosy figuras. Los cuadros y las figuras contendran solo
lainformacién esencia y en ningln caso repetiran los datos que se
presenten en € texto, o en otraforma. Cuadros y figuras deben ser
claros, smples, concisos e ilugtrativos.

Los cuadros no excederan, en ningln caso, los margenes de
impresién arriba mencionados y deberan presentarse en € cuerpo
del texto, con el formato correspondiente, con las columnas
separadas por tabulaciones, sin espacios a mano, y en la posicion
en que se espera que aparezcan, con el nimero de orden
correspondiente.

Enloscuadrosseemplearasolo € nimero decifrassignificativas
necesarias para destacar @ punto que se desee.

Los cuadros se redlizardn en formato basico con tres lineas
horizontales continuas: a inicio del cuadro, d inicio del cuerpo del
cuadro (no en el encabezamiento) y al final. El campo y el
encabezamiento de las columnas se pueden dividir a conveniencia
del autor. No se deben afadir lineas verticales. Los
encabezamientos, de columnas y lineas, se escribiran con
mindsculas, excepto la primera letra de la oracion. Las unidades se
colocan debgjo de la segunda linea horizontal, como en € gemplo
que se proporciona.

Las figuras tampoco excederdn, en ningln caso, los margenes
de impresion establecidos. La posicion que vaya a ocupar cada
figura, deberd estar indicada en d texto con negrillas, en renglén
aparte, con € nimero correspondiente.

Cada figura se enviara en archivo por separado, en formato tif
(compresion LZW), o jpg, con € tamafio exacto en que se pretende
que aparezca en la publicacion, en una resolucion no inferior a 150
pixeles por pulgada, con € ndmero que le corresponda (p. g: fig
01.jpg).

L os puntos experimentd es deberdn marcarse visiblemente. Para
dividir los ges, se escogeran intervalos constantes para cada uno.
Los mosaicos fotograficos deberan entregarse montados en un
solo archivo gréfico (tif, o jpg), totalmente terminados. El aumento
de las microfotografias debe indicarse en la leyenda.

En archivo por separado se enviard un listado de las figuras
incluidas en € materid enviado, con e nimero de ordeny € piede
grabado correspondientes (p. g.: listafigs.doc)

Las figuras pueden ser fotos a color o en tonos de gris -segiin
sea su origina-, gréficas (de preferencia a color), ilustraciones,
dibujos, o grabados (de preferencia a color).

Los cuadros deberan redactarse en el mismo procesador de
textos y formato sefialado arriba.

Las ecuaciones, S las hubiera, se insartaran en € texto con un
editor de ecuaciones compatible con su procesador.

Notasdepiedepagina

S6lo se podran utilizar, cuando sean absolutamente
indispensables, para identificar informacion adicional y se
numeraran progresivamente en el texto. Los asteriscos se
reservaran para indicar significanciaa 5% (*) y 1 % (**),
respectivamente. En € pie de grabado —0 de cuadro- se incluirén
las notas o Ilamadas que sean pertinentes, y seran sefidadas con
numeros arabigos.

Citas bibliogréficas
Las citas bibliogréficas deberan ser de literatura reciente,

relevante y slo las exclusivamente necesarias para sustentar |os
planteamientos hechos.

Mas detalles en http:/iww.uaaan.mx/Dirl nv/Convoc/
conv_web/normas.htm, o http://mww.uaaan.mx/Dirlnv/
portal_agrarialportal.htm
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CONVOCATORIA

LaDireccion de Investigacion dela Universidad AutonomaAgrariaAntonio Narro

CONVOCA
alosinvestigadores, nacionalesy extranjeros, interesados en publicar articulos cientificos, aenviar sus contribuciones ala
revistaAgraria -Nueva Epoca-, bgjo las siguientes bases:
Los trabaj os recibidos se someteran al proceso de revision descrito en las Normas Editoriales de la Revista.
Se recibiran contribuciones inéditas de todos los interesados, nacionales o extranjeros, en espafiol o inglés.

Los articulos deberan versar sobre temas de contenido agricola, pecuario, forestal, y socioeconémico del entorno regional,
nacional einternacional.

Las modalidades de publicacion son las siguientes:

Articulocientifico

Esel resultado de un trabajo deinvestigacion en € cual seaplicd, deformarigurosa, el método cientifico, estudiando € efecto
que tienen diferentes tratamientos sobre la respuesta medible de un sistema, como metodologia para comprobar o rechazar una
hipétesis claramente establecida en € trabgjo.

Losarticul os cientificos que se envien deberén constar delas siguientespartes: Titulo, Titulo eninglés, Autor(es), | nstitucion(es)
de adscripcion y datos de localizacion del autor responsable (domicilio, teléfono, fax, e-mail), Abstract, que es latraduccion a
inglés del Resumen, incluidas las paabras clave; Resumen, que incluird a pie las palabras clave hasta un maximo de seis,
Introduccion, Materiales y métodos, Resultados y discusién, Conclusiones, Literatura citada, Agradeci mientos.

Ensayo cientifico

Consiste en el andlisis critico de unarecopilacién actualizada de articul os cientificos, informes de investigacion, o materiales
similares, en los que el autor o autores aportan su opinion personal sobre un tema, estableciendo conclusiones respecto a estado
actual del conocimiento sobre el mismo.

Partes de que consta el Ensayo: Titulo, Titulo eninglés, Autor(es), Institucion(es) de adscripcion y datos de localizacién del
autor responsable (domicilio, teléfono, fax, e-mail), Abstract, que eslaversion al inglésdel Resumen, incluyelas palabras clave,
Resumen, incluidas las palabras clave hasta un méximo de siete, Introduccion, Desarrollo del tema, con los subtitulos que se
estimen convenientes, Discusion, cuando proceda, Conclusiones, Literatura citada.

Notadeinvestigacion

Son materiales basados en trabajos experimentales que, sin perjuicio del método y rigor cientificos, presentan aspectos
metodol 4gicos innovadores o resultados que, por su caracter novedoso, €l autor considera de interés publicar antes de finalizar
su investigacion.

La nota, aunque de menor extensién, cubre todos los aspectos relevantes del proceso de investigacion. Su estructura es
similar aladd articulo cientifico, y trata cada uno de sus apartados, con menor profundidad y detalle, aungue no tiene queincluir
los encabezados.

Laexcepcion alo anterior son el Abstract, que seomite, y laLiteratura citada, apartado que deberaincluirse expresamente.

De ser necesario, podran incluirse -también- algiin cuadro o ilustracién, cuando resulten rel evantes paralamejor comprension
delanota

Lostrabajos apublicar deberén hacerse llegar en version electronica, acompafiados de una solicitud, de conformidad con las
especificaciones marcadas en las Normas Editoriales arriba mencionadas, a la siguiente direccion electrénica:
agraria_ne@uaaan.mx, con atencion a

Editor en Jefe de la RevistaAgraria—Nueva Epoca-
Direccion delnvestigacion, UAAAN, Domicilio conocido, Buenavista,
Sdltillo, Coahuila, México. CP. 25315

Paramayor informacion respecto aesta Convocatoriavisite http://www.uaaan.mx/Dirl nv/portal_agraria/portal .htm para consultas
dirijaseal Editor en Jefe: agraria_ne@uaaan.mx.
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Editorial

La Biotecnologia Agricolay la Interfase entre e Laboratorio y e Campo

La cuestion enmarcada en €l titulo de este articulo no se refiere a un lugar fisico en el espacio, sino a una
region del intelectoy del quehacer humano. Como tal, la Biotecnol ogia moderna es una de | as actividades humanas
mas revolucionarias, en la que se emplean recursos tecnol 6gi cos como la manipul acion de | os &cidos nucl éicos,
tanto parael estudio delos seres vivos, como parainducir en lasbacterias, las plantas, y |os animaleslageneracion
de un potencial que concurraa unamejor o mayor produccién en la agricultura.

Estadreaentrelacienciay laingenieriatiene, antesi, un gran reto parasu aplicacion eficiente en laagricultura:
el conocimiento de la interfase entre el laboratorio y el campo. Este reto puede plantearse en larespuesta ala
cuestion de sobre quienes descansa 0 debe descansar esta interfase del conocimiento; 1. En biotecn6logos de
laboratorio con buen conocimiento de necesidades y tecnologias del campo, 0 2. En expertos en agriculturaque
posean el entendimiento necesario de las biotecnol ogias para saber como, y para qué, se puede recurrir a ellas.

En la experienciamas generalizada, y sin menoscabo de la necesidad de una preparacién de campo, deseable
en | os biotecndlogos, parece méas razonabl e la segunda opcion: se necesitan profesionalesdelaagriculturacon la
capacidad de integrar en sus investigaciones, y en la aplicacion del conocimiento en el sector productivo, una
solida base de conocimientos en materia de Biotecnologia. Profesionales que sepan qué se debe plantear y
solicitar aun laboratorio, y como deben interpretarse, y aprovecharse |os productos y datos que ahi se generan.
Pongamos como €/ empl o la cuestion de qué conoci mientos se requieren paraaplicar efectivamente lainformacion
delasecuenciade ADN en una especie cultivada con fines de mejoramiento genético. A larespuesta concurriran
varias disciplinas: la estadistica, la genética de poblaciones, el mapeo genético, lafisiologia, la bioquimica, la
agricultura, etc. Estainterfase es, pues, unaregion interdisciplinariade unacomplejidad muy elevada, que debe
ser cultivaday fomentada en todainstitucion agricola.

Los resultados del desarrollo de esta interfase deberan notarse en la produccién cientifica, asi como en el
sector productivo donde dichos profesionistas desarrollan su actividad.

Es de desearse pues, que, en el futuro inmediato de |a Revista Agraria—Nueva Epoca— se vean mas trabajos
en los que se integren la Biotecnologiay la produccién en el campo.
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Estimacion deComponentesdeVarianzaGenéticay
Heredabilidad en una Poblacion deMaiz
AmarilloTropical

LuisHernandez San Juan’, Arnoldo OyervidesGarcia, AlfredodelaRosalL oeray HumbertodeL edn
Cadtillo

Departamento de Fitomejoramiento, Universidad AuténomaAgrariaAntonio Narro. Buenavista. 25315. Saltillo, Coah.,
Meéxico. Tel. 844 567 24 81. E-mail: luishdez1381@yahoo.com.mx (* Autor responsable).

Abstract

In order to assay the technical breeding potential of a population, there exist diverse mating designs that allow
estimating the effects and genetic variances. The objectives of this work were: a) to consider the proportion of
additive genetic variance and dominance, and the heritability of ayellow maize population; and b) to suggest a
procedure for effective genetic melioration, that allows to improve the present characteristics of quantitative
inheritance in such population. 300 families of full siblings (FHC), developed under North Carolinadesign | were
evaluated in Ursulo Galvén, Ver., México, under an experimental design of incomplete blocks with an alpha
lattice adjustment (0.1), with two replications. The effects and genetic variances were estimated by the
VARCOMP procedure (Method=typel) and IML of the SAS program. The results indicate that the population
showed a genetic structure with few differences among and within variables. The greater proportion of the
genetic variance was due to the additive effects, in ear height = 44,68, and yield = 0.13. Variance was equal to
zerofor al thevariables. Yield for h?was 17%. The biplot showed that genotypes expressed differences for plant
height and ear, by the magnitude of their vectors, whereas genotypes were statistically equal in yield. Parents
deriving from a population of awide genetic variability can be selected and crossbred in the form of dented x
crystalline, which allows to find a good heterotic behavior, and to choose a better scheme of inter-population
melioration.

Key words: Zea mays L., North Carolinadesign I, genetic parameters, heritability.

Resumen

Paraestudiar el potencial genotécnico de una poblacién existen diversos disefios de apareamiento, que permiten
estimar los efectos y varianzas genéticas. Los objetivos del presente trabajo fueron: a) Estimar la proporcion de
varianza genética aditivay de dominanciay |a heredabilidad de una poblacién de maiz amarillo; y b) Sugerir un
procedimiento de mejoramiento genético efectivo, que permitamejorar | as caracteristicas de herencia cuantitativa
presentes en lapoblacion. Se utilizaron 300 familias de hermanos completos (FHC), desarrollados bajo el disefio
| de Carolinadel Nortey evaluados en Ursulo Galvan, Ver., México, utilizando un disefio experimental de bloques
incompletos con arreglo alfalatice (0.1), con dos repeticiones. Los efectos y varianzas genéticas se estimaron
con el procedimiento VARCOMP (Method=typel) e IML del programa SAS. Los resultados indicaron que la
poblacién mostro unaestructura genética con pocas diferencias entrey dentro de variables. Lamayor proporcién

de lavarianza genética se atribuyo alos efectos aditivos, en alturade mazorca ¢, =44.68,y rendimiento ¢ 5 =

0.13. La oé paratodas las variables fue igual a cero. Lah? pararendimiento fue 17 %. En el biplot se observé

gue los genotipos se expresaron diferente para altura de planta y mazorca, por la magnitud de sus vectores,
mientras que en rendimiento |os genotipos fueron estadisticamente iguales. L os progenitores derivados de una
poblacién de ampliavariabilidad genética pueden ser seleccionadosy cruzarse en formade dentados por cristalinos,
lo cual permite encontrar un buen comportamiento heterético, y elegir un mejor esquema de mejoramiento inter-
poblacional.

Palabras clave: Zea mays L., Disefio | de Carolina del Norte, pardmetros genéticos, y heredabilidad.
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Introduccion

La estimacion de componentes de varianza genética
es importante en genética cuantitativa, donde siempre se
requiere un disefio de apareamiento genético, para la
estimacion de varianza aditiva 'y dominancia, lo que
posibilita el cdlculo de la heredabilidad y respuesta a la
seleccion (Wu et al., 2006). Hallauer y Miranda (1981),
revisaron varios trabajos y encontraron que la varianza
genéti caaditivapararendimiento de grano, generalmente
es 2 a 4 veces mayor que la varianza de dominancia.
Lamkey y Edwards (1999) agregan que estas diferencias
dependen de la poblacion bajo estudio, y que los efectos
aditivos son més importantes que los de dominancia en
poblaciones de amplia base genética. Los componentes
de varianza son por definicion valores positivos, a pesar
deesto, | as estimaci ones de varianza pueden ser negativas,
pudiendo deberse esto a un inadecuado modelo genético,
por no considerar la varianza epistética, muestra
inadecuada, e inapropiada técnica experimental (Searle,
1971).

En los disefios genéticos se hace una serie de
supuestos, que pueden no corresponder alas situaciones
realesy son: apareamiento al eatorio, organismosdiploides,
solo dos aelosen cadalocusy ausenciade epistasisy de
ligamiento entreloci (Mérquez, 1992). Marquez y Hallauer
(1970) estudiaron el efecto del tamaio de muestra para
machosy hembras por macho, concluyendo que un nimero
minimo de 32 machos, y una muestra de ocho hembras
por macho eran adecuados para el carécter rendimiento
enmaiz. Gouesnardy Gallais(1992), refiriéndose también
el Disefio |, resaltan lafaltade congruenciaentrerealidad
y model 0 genético, y destacan que en ocasiones|os efectos
reciprocos y la epistasis, usual mente supuestos ausentes
o despreciables, son fuente de sesgos en la estimacién de
lavarianzade dominancia; estos autores encontraron que
una desviacion del modelo de apareamiento aleatorio,
consistente en el apareamiento de un macho con hembras
correl acionadas, produce un sesgo positivo en laestimacion
delavarianzaaditiva.

Laheredabilidad de un carécter métrico es unade sus
propiedades masimportantes, y se define como el cociente
delavarianzagenéticaaditivasobrelavarianzafenotipica
(Falconer, 1990), que determina la ganancia genética de
seleccidn y una estrategia de mejoramiento (Falconer y
Mackay, 1996). El grado de precision del estimador de H2
o h? dependerd asu vez del grado de precision con que se

estime aé o] ai y del valor de GS . 'Y su importancia

reviste en el mejorami ento genético por seleccion (Molina,
1992). Laheredabilidad (h?) difiere seginlacaracteristica
en estudio, Hallauer y Maranda (1981), encontraron que
el porcentaje de heredabilidad pararendimiento de grano

y longitud de grano es menor a 30 %, mientras que para,
aturade plantafue>50<70% Yy >30<50 % en prolificidad.
La magnitud de las estimaciones de heredabilidad, es
afectada por €l ambiente, poblacién de referencia, muestra
de genotipos evaluados, método de cédlculo y tipo de
progenies.

Cuando se ha abtenido una estima se desea poder
indicar su precision, y esel error estandar unaherramienta
aceptada cientificamente. La precision de una estima
depende de su varianza del muestreo; mientras méas
pequefia sea ésta, se obtendra una precision més altay el
error estandar es la raiz cuadrada de la varianza del
muestreo. La precision de un estima de heredabilidad, es
indicado por su error estéandar (Falconer, 1990). Otros
factores que afectan la calidad de los estimadores son el
ndmero de repeticiones utilizadas en el experimento de
evaluaciony el nivel de endogamiadelos progenitoresde
las familias evaluadas (Marquez y Sahagun, 1994).
Sahagun (1997), encontrd que € nivel de endogamia de
losprogenitoresguardaunarelacion directacon laprecision
de los estimadores de los componentes de varianza
genéticos en los Disefios | y 1l de Carolinadel Norte. En
el caso del Disefio | se encontré que a utilizar dos
repeticiones y progenitores con un coeficiente de
endogamia igual a 0.5, se aobtienen estimadores de la
varianza de dominancia mas precisos que |os obtenidos
con cinco repeticionesy progenitores no endogami cos.

Un programa de desarrollo de hibridos por lo general
necesita un minimo de dos poblaciones contrastantes de
buen comportamiento per se que muestren un alto grado
de heterosis en las combinaciones hibridas. El primer
intento para una identificacion sistemética de complejos
racialesy grupos heterdéticos de germoplasmatropical fue
hecho por Wellhausen aprincipiosdelosarios 60, en donde
el mejor par heterdtico fue Tuxpefio en combinacion con
ETO. Uno delos patrones heteréti cos mas conocidos esta
compuesto por Reid Yellow Dent por Lancaster Sure Crop,
(Dentado por Cristalino) parael mundo, mientras que para
Europa e US Dent y European Flint, el CIMMYT ha
realizado un amplié trabajo en la clasificacion de
germplasma, principalmente en maices tropicales y
subtropicales (Paliwal, 2001). Melchinguer y Gumber
(1998), definen un grupo heterético como un grupo de
individuosrelacionados o no, que provienen delamismao
diferente poblacion pero que muestran similar
comportamiento en aptitud combinatoriay heterosis cuando
se cruzan con individuos de otro grupo genéticamente
diferente. Y un patrén heterético 1o definen un par de
grupos heteréticos complementarios que al cruzarse
producen descendenciaque exhibe unaataheterosisy un
excelente desempefio de hibridos. De Ledn et al. (2005),
encuentra que las combinaciones germoplasmicas de
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mayor potencial derendimiento paralaregion deEl Bgjio,
son maiz enano en combinacién con maiz tropical y maiz
enano con maiz de alta calidad de proteina.

El concepto de biplot fue originalmente propuesto por
Gabriel (1971), el objetivo principal de esta figura es
resumir en una grafica, los patrones de respuesta que
existen en datos originales (Gabriel, 1978), originado a
partir de los dos primeros componentes principales, que
permite una exploracion répiday fécil de una matriz de
datos, ordenados en un cuadro dedoble entrada. Lagréfica
biplots hasido utilizada por mejoradores de plantas, para
explicar e comportamiento de materiales evaluadosen un
megaambiente, y conocer lainteraccidn genotipo ambiente,
e identificar materiales con mejor comportamiento entre
y dentro de sitios de evaluacidn, de la misma forma ha
permitido conocer la relacion genética entre materiales,
paralaintegracion de grupos germoplasmicos(Yan et al.,
2000; Yanetal., 2001y Yanetal., 2002,y DeLebdnetal.,
2005). Barguefio et al. (2003), mencionan que la grafica
biplot GEy GGE, sirven paraanalizar caracteristicasmulti-
regionales y estudiar la interaccion genotipo ambiente
(GE), atravésde mode osbi-linealescomoAMMI 0 SREG
Que permiten describir lainteracci 6n genotipo ambientee
identificar mega-ambientes y materiales con el mejor
comportamiento.

En el Programa de Mejoramiento Genético
correspondiente al trépico himedo, €l Instituto Mexicano
del Maiz Dr. Mario E. Castro Gil de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, trabaja en el
mej oramiento genético de maiz amarillo, con el objetivo
de conformar poblaciones con ata frecuencia de alelos
favorables y excelente comportamiento agronémico, de
donde se puedan derivar lineas endogémicas, con aptitud
paralaformaci6n de variedades e hibridos con excel entes
rendimientos. Los objetivos del presente trabajo fueron:
a) estimar la proporcién de varianza genéticaaditivay de
dominanciay la heredabilidad en sentido estricto, a una
poblacién de maiz amarillo; y b) sugerir un efectivo
procedimiento de mejoramiento genético, que permita
mejorar las caracteristicas de herencia cuantitativa
presentes en la poblacion.

Materiales y Métodos
Material genético

Los componentes de varianza genética se estimaron
de 300 familias de hermanos compl etos de maiz amarillo
tropical. Obtenidas del apareamiento de 50 progenitores
masculinos de grano cristalino, cada uno apareado con
seis hembras de grano dentado, de acuerdo al Disefio | de
Carolinadel Norte (Comstock y Robinson, 1948). Donde
el nivel de endogamia de ambos progenitores fue de 0.5.

El ensayo serealizd de diciembre amayo de 2006, bajoun
disefio de bloguesincompletoscon arreglo alfalatice (0.1),
en lalocalidad de Ursulo Galvan, Ver., México, con dos
repeticiones, siendo launidad experimental de dos surcos
de5m con 25 plantas por parcelaaproximadamente, cada
repeticion consté de 10 bloques, |0s que asu vez, estaban
formados por 30 parcelas de familia de hermanos
completos cada una. El modelo lineal empleado para €
disefio de bloquesincompletosfue el siguiente:

Yie = 1+o; + By 7 + &5

Donde: Y;, =valor observado en un tratamiento,
u = efectodelamediageneral, a; =efectodelai-esima
repeticion, B, = efecto del j-ésimo bloque dentro dela
i-ésima repeticion, y, =efecto de lak-ésima familia de
hermanos completosy &, = error experimental.

Andlisis estadisticos

Se realizaron andlisis genéticos estadisticos a las
variables: alturade planta, alturade mazorca, prolificidad
y rendimiento. Los valores de varianza aditiva (oi),
varianza de dominancia (aé ), heredabilidad en sentido
estricto (h?) y errores estdndar, se estimaron utilizando €l
paguete estadistico SAS Ver. 8, con los procedimientos,
GLM, VARCOMP (Method=typel), e IML. Las
instruccionesproporcionadasal programafueron siguiendo
lasformulasdeHallauer y Miranda(1981). El modelolinea
del andlisisgenético fueel siguiente:

Yijkl =u+R +G]. +GRJ. + Mk(j) + Hl(k*j)) + Eijki

Endondepara: Y, = observacion del k-ésimo macho
cruzado con lal-ésima hembra, en lai-ésima repeticion,
dentrodel j —ésimo grupo; 1 = efectodelamediagenerd;

R = efecto de i-ésima repeticion; Gj = efecto de j-
ésimo bloque; GRJ-i = efecto del j-ésimo grupo por lai-
ésima repeticion, M k(j) = €fecto del k-ésimo macho
dentrodel j-ésmobloque; H, . ;) = efectodelal-ésima
hembradentro del k-ésimo macho dentro dej-ésimo bloque
y, Eijkl = Efectodelavariabilidad no controlada.

Procedimiento estadistico para obtener la figura
biplot

El biplot GGE fue disefiado para analizar ensayos
multiregionales, delamismaformaseadtiliz6 paraestudiar
lerelacion que guardan losgenotiposy caracteristicas(Yan
y Rajcan, 2002), donde el biplot es construido por losdos
primeros componentes principales. EI modelo empleado
endl biplot GT fue:

Y~ Yi= M&iMjy +Ao8M), + &l
Donde:
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Yij = es el valor promedio del i-ésimo genotipo en la j-

ésimavariable; Y; =esel valor promedio paratodoslos
genotiposenlaj-ésimavariable; A, y A, =sonlosvaores

singularesparael CP1y CP”, respectivamente; & ,e&., =
vectores caracteristicosdeel CP1y CP” respectivamente,
para el i-ésimo genotipo; M;; y Mj, = son los vectores
caracteristicos parael CP1y CP respectivamente, enlaj-

ésima variable; &ij = error del modelo asociado en el
genotipoi enlavariablej.

Resultados y Discusion

Lainterpretacién y discusién de los resultados que se
muestran en Cuadrol, se realiz0 considerandolos como
un modelo de efectos fijos en este caso, ya que es de
importancia para el programa de mejoramiento.

En e Cuadrol lafuente de variacion de repeticiones,
las variables que mostraron diferencias altamente
significativas (P<0.01) fueron; altura de planta y
prolificidad, 1o cua permite indicar que estas variables

presentaron comportamiento diferente, entre repeticiones,
que puede atribuirse a una heterogeneidad de las
condiciones delos bloques. En el estudio de poblaciones
bajo el Disefio | de Carolina del Norte, cominmente se
presentan un numero grande familias de hermanos
completos que evaluar, en la cual se recomiendarealizar
bloques o grupos dentro de cada repeticion, se comprueba
su utilidad en los resultados obtenidos en este trabajo. En
la fuente de variacion de grupos, resulté altamente
significativo (P<0.01) paralas variables altura de planta,
y prolificidad.

En lafuente de variacion de machos dentro de grupos,
seencontro diferencias altamente significativas (P<0.01),
en atura de planta, altura de mazorca, indicando que la
agrupacion de machos dentro de grupos, sélo en algunas
caracteristicas presentaron diferencias massignificativas.
En lafuente de variaci 6n parahembras dentro de machos,
no hubo diferencias significativas en ninguna de las
variables eval uadas.

Los valores de los componentes de varianza genética
aditiva y de dominancia fueron diferentes para cada
variable. Siendo lavarianzaaditivamayor alosvaloresde

Cuadro 1. Cuadrados medios y pardmetros genéticos a través del Disefio | de Carolina del Norte, 2006.

Fv GL Alturade planta Altura de mazorca Proalificidad Rendimiento
Rep 1 1683.37 ** 504.16 0.252** 0.18
Gpos 9 592.96 ** 242.24 0.056 ** 1.47
Gpos*Rep 9 135.78 24111 0.029** 4.95**
M(G) 40 333.91** 284.56** 0.013 104
H/M/G 250 204.97 150.52 0.012 0.64
Error 290 195.88 154.17 0.013 0.86
CV 8.17 1451 12.082 1211
ok 42.97 44.69 0.003 0.13
EEc; 25.04 21.18 0.001 0.08
ol -24.77 -52.10 -0.002 -0.57
EEc] 54.88 42.65 0.003 0.20
h? 0.20 0.27 0.027 0.17
EER? 0.12 0.13 0.080 0.10

* ** Significativos alos niveles de probabilidad P<0.05 y P<0.01, respectivamente; Gl = Grados de libertad; Rep =
Repeticiones, M = machos; H (M) = hembras dentro de machos; y C.V = coeficiente de variacion. gf/l = varianzade

machos; o}, = varianza de hembras dentro de machos; o2 = varianza aditiva; EEc? = error estandar de la

varianzaaditiva; = varianzade dominancia; = error estandar de lavarianzade dominanciay = heredabilidad en sentido
estricto;= error estandar de la heredabilidad en sentido estricto.
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lavarianza de dominancia. Hallauer y Miranda (1981),
reportan quelavarianzagenéticaaditiva, fue dosacuatro
veces mayor que la varianza de dominancia, al evaluar
el rendimiento de grano, revisados en diferentestrabajos.
Lamkey y Edwards (1999), mencionan que estas
diferencias dependen de lapoblacién bajo estudio. Enla
varianza dominancia paralas variables altura de planta,
altura de mazorca, prolificidad y rendimiento, fueron
valores negativos y considerados como iguales a cero.
Estos resultados cominmente se presentan al utilizar el
Disefio | de Carolina del Norte, (Comstoc y Robinson,
1948; 1952), Gouesnard y Gallais (1992), lo atribuyen, a
la presencia de epistasis en el estudio, supuestos
despreciablesen el modelo. Marquez y Sahagun (2000),
ademas de |la epistasis agregan, la endogamia como un
supuesto gque deberia ser considerado.

Los valores para heredabilidad (h?) obtenidos para
altura de planta y altura de mazorca, 0.203 y 0.273,
respectivamente, se consideracomo bajos, y rendimiento
los valores fueron 0.170. Hallauer y Miranda (1981),
mencionan que losval ores de heredabilidad difieren segin
la poblacién y la caracteristica en estudio, y que estos
son influenciados por el ambiente. EI mismo autor
menciona que |a heredabilidad en rendimiento de grano
en maiz es menor a la heredabilidad de las demas
caracteristicas, y le proporciona un valor menor al 30%,
los valores mas altos de heredabilidad |os encuentra en
alturade plantay mazorcacon valores mayores de 50 %
y menores de 70 %.

El error estdndar se utilizacomo un criterio paramedir
la precisiéon de los estimadores, de modo que un
estimador sera mas preciso en lamedidaque su varianza
sea mas pequefia (Méarquez y Sahagun, 1994). Respecto
alavarianza aditiva se puede observar que 10s errores
estdndar generalmente fueron mas peguefios respecto a
lavarianza de dominacion corroborando las conclusiones
de Marquez y Sahagun (1994), en donde el Disefio | de
Carolinadel Norte estimacon mayor precision lavarianza
aditiva.

Larepresentacion graficabiplot clasifico alosefectos
principales de una manera sencilla de interpretar,
permitiendo realizar unamejor observacion delarelacion
de los genotiposy las variables evaluadas. Este tipo de
graficas se ha utilizado eficientemente para interpretar
lainteracci dn genotipo-ambiente, heidentificar materiales
para futuros esquemas de mejoramiento, con
caracteristicas convenientesal investigador. Enlagrafica
biplot GT, un vector es sefialado con unalinea, desde el
punto de origen, sefialando la caracteristica de mayor
impacto de acuerdo alamagnitud delalinea, esto permite
unamejor visualizacién de lasrelaciones entre y dentro
las variables en estudio.

Figura 1. GréficaBiplots Genotipo-Caracteristica (GT),
de 30 familias de hermanos completos. CP1 y CP2
componente principal uno y dos respectivamente. AP =
altura de planta, AM = altura de mazorca, MZC =
mazorcas cosechadas, PROL = prolificidad y REND =
rendimiento. HC = hermanos compl etos.

En la Figura 1 la mayor variacién explicada por €l
biplot estddadapor alturade plantay alturade mazorca,
expresada por la magnitud relativa de sus vectores. La
interrel acion entre estas caracteristicas es masrelevante
en el mejoramiento. Una relacion cercana a cero es la
que existe entrerendimiento y prolificidad. LaFigural
muestraque el biplot GT, puede ser usado paraidentificar
genotipos sobre varias caracteristicas e identificar
aguellos gque particularmente puedan ser progenitores,
en un esguema de mej oramiento. Este procedi miento fue
igualmente eficiente como lo aplica Yan et al. (2002).
L os genotipos que se encuentran mas cercanos al vector
de las caracteristicas expresan un valor mas ato, como
puede observarse en el rendimiento no es el que méas
contribuye, yaque losval ores de rendimiento presentaron
diferencias muy bajas.

Con €l objetivo deidentificar progenitores que puedan
servir en un esquemade mejoramiento, se graficaron 25
familias de medios hermanos seleccionados a través de
su buen rendimiento. Esto permitié ubicar graficamente
la relacién que guardan los genotipos contra el
rendimiento, altura de planta, altura de mazorca, y
prolificidad.

Lagraficabiplot (Figura2) muestraque las familias
de medios hermanos expresan mayor diferenciaparalas
variablesalturade planta, y alturade mazorca, visualizada
por la magnitud de sus vectores. Para cada variable se
ubican los genotipos con valores méas altos, y de mayor
peso paracada caracteristica. Lo cual permite sel eccionar
los genotipos.
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Figura 2. Graficabiplots genotipo-caracteristica(GT), de
25 familias de medios hermanos. CP1y CP2 componente
principal unoy dosrespectivamente. AP=alturade planta,
AM =alturademazorca, PROL = prolificidady REND =
rendimiento. MH = medios hermanos.

Conclusiones

La poblacion concentra una mayor proporcion de accién
génicaaditiva. Los valores de la varianza de dominancia
fueron iguales a cero. La heredabilidad presente en la
poblacion para todas las variables fue baja. La grafica
biplot ayud6 a visualizar mejor la seleccién de los
materiales seleccionados, como progenitores de un
esguema de mejoramiento inter-poblacional. En la
estimacion de componentes de varianza bajo el Disefio |,
los progenitores derivados de una poblacion de amplia
variabilidad genéticapueden ser, seleccionadosy cruzarse
en forma de dentados por cristalinos, 1o cual permite
encontrar un buen comportamiento heterético, y elegir un
esguema de mejoramiento inter-poblacional, teniendo un
avance en el mejoramiento.
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Abstract

One of the main obstacles for the commercialization of some cultivars of chilli pepper (CapsicumannuumL.) is
the difficulty to induce the germination of the seed, reason why the objective of this assay was to determine the
time of immersion needed by the seeds of Chile ancho (dried poblano peppers) in solutions of polyethylene
glycol 8000, for its pre-germination through osmoatic preparation, and to obtain auniform germination in a shorter
time. The following treatments were applied: 0 (witness), 12, 24 and 48 h, in a solution of polyethylene glycol
(PEG 8000) with an osmotic potential of -1.20 M Pa. After concluding the treatments the seed was dried at room
temperature and stored. Later on, the osmoprimed seed was assayed for standard germination, evaluating nor-
mal and abnormal seedlings, non-germinated seeds, length of epicotyl and radicle. The osmoprimed seed showed
a superior germinative capacity by a period of 12 h (84%) as compared with the witness (61%). This indicates
that osmopri ming has a positive impact, expressing itself in ahigh percentage of germination. The most outstand-
ing characteristics of osmoprimed seed are germination in ashorter time —in comparison with the seed without a
treatment—, a more uniform germination, and elimination of factorsinducing latency.

K ey words: Seed, osmopriming, germination.

Resumen

Unade las principaleslimitantes paralaexplotaci én comercial de algunos cultivares de chile (Capsicumannuum
L.) esladificultad para inducir la germinacion de la semilla. Por 1o que el objetivo del presente estudio fue
determinar el tiempo necesario de inmersion de semillas de chile ancho en soluciones de polietilenglicol 8000,
parasu pre-germinacién através de acondicionamiento osmotico, y obtener resultados de germinacién uniforme
en un menor tiempo. Se aplicaron los siguientes tratamientos: 0 (testigo), 12, 24 y 48 h, en una solucion de
polietilenglicol (PEG 8000), con un potencial osmético de-1.20 MPa. Al concluir los tratamientos la semilla se
secO a temperatura ambiente y se almacend. Posteriormente, la semilla osmoacondicionada se ensay6 para
germinacion estandar, eval uando plantul as normal es, anormales, semillano germinada, longitud de epicotiloy de
radicula. Lasemilla osmoacondicionadapor un periodo de 12 h mostré superior capacidad germinativa (84 %) en
comparacion con el testigo (61%), lo cual indica que el osmoacondicionamiento tiene un impacto positivo,
expresandose en un alto porcentaje de germinacion. Las caracteristicas mas sobresalientes de la semilla
osmoacondicionada son una germinacién en menor tiempo en comparacion con lasemillasin tratar, germinacion
uniformey eliminacion de factores que inducen latencia.

Palabras clave: Semilla, osmoacondicionamiento, germinacion.

Introduccion

El chile (CapsicumannuumL.) esuno delos cultivos
horticolas de mayor importancia en México. Es una
hortaliza de consumo popular, especialmente en estado
fresco, aungque también se consume procesado (Valadez,
1996). Esun cultivo deamplio rango ambiental que permite
su produccién en cual quier épocadel afio, satisfaciendola

demanda de los principaes mercados nacionales y del
extranjero (Labordey Pozo, 1984).

Unade las principales limitantes para la explotacion
comercia de algunos cultivares de chile es la dificultad
parainducir lagerminacion delasemilla. Se han utilizado
tratamientos pregerminativos de hidratacion-
deshidratacién, para revigorizar semillas envejecidas,
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acelerar y uniformizar la germinacion, e incrementar los
rendimientos de los cultivos bajo condiciones Optimas 'y
adversas (Burgassy Powell, 1984 y Bradford, 1986).

Estos procedimientos consisten en lainmersién delas
semillas en soluciones osméti cas durante cierto tiempo con
un periodo de secado previo alasiembra(Henckel, 1982).
El osmoacondicionamiento permite que una gran
proporcion delas semillas al cance rapidamente el nivel de
humedad y estado metabdlico deseado, como
consecuencia de la activacion de numerosos procesos
bioquimicos-fisiol gicosrel acionados con lagerminacion,
la tolerancia a estrés ambiental y a la auto reparacion
enzimatica de las membranas celulares (Bray, 1995).

En estos tratamientos pregerminativos se utilizan
soluciones osméticasy agua; y se dividen en dos grupos:
1). Las soluciones compuestas por un polimero de ato
peso molecular (de 100 a 20,000) conocido como
polietilenglicol (PEG) o Carbowax (Gray et al., 1991); y
2. Mezclas de K,PO, y KNO, (Suzuki et al., 1989;
Rehman et al., 1998).

Taylor et al. (1998); Welbaum et al. (1998) y McDonald
(2000) mencionan que los tratamientos
preacondicionadores de semilla se pueden utilizar para
incrementar la capacidad germinativa. Por su parte Thanos
et al. (1989), estudiaron la relacion existente entre el
osmoacondicionamientoy el enveecimiento delassemillas
de pimiento (CapsicumannuumL.), almacenadas durante
tres afios, logrando incrementar significativamente la
germinacién con respecto a las semillas no tratadas, con
un sdlo ciclo de osmoacondicionamiento en manitol antes
y después del almacenamiento.

Es un hecho que el acondicionamiento osmotico
encarece el precio de venta de las semillas, sin embargo
losresultados se ven reflgj ados en unarépidagerminacion,
en launiformidad de las plantasal germinar y en el vigor
de las mismas (INCOTEC, 2000).

El objetivo del presente estudio fue determinar el
tiempo necesario deinmersi6n de semillas de chile ancho
en soluciones de polietilenglicol 8000, para su pre-
germinacidn através de acondicionamiento osmético, y
obtener resultados de germinaci én uniformes en un menor
tiempo.

Materiales y Métodos

En laprimaveradel 2004, se someti6 a un proceso de
acondi cionamiento osmaotico aun | ote de semillacosechada
en otofio de 2003. Se utiliz6 unasol uci6n de polietilenglicol
(PEG 8,000), con un potencial osmético de-1.20 MPa, la
cual se prepard considerando la formula de Taylor et al.
(1998).

La técnica es sencilla'y comprende dos fases,
primeramente, la semilla embebe agua en condiciones
aerobias utilizando una solucion acuosa de potencial
osmético controlado, que garantiza que las semillas
absorban agua suficiente parallegar alafasell, previo
a la emergencia de la radicula. En segundo lugar, las
semillas se siembran después de un periodo de
almacenamiento con previa desecaci on.

Se colocaron 200 semillas en la solucién de PEG
contenida en frascos de vidrio. El volumen de
polietilenglicol en ml se calcul 6 considerando el peso de
las 200 semillas de acuerdo a lo recomendado por
Bruggink et al. (1999) y Dahal y Bradford (1994). Los
frascos con semilla se mantuvieron en una camara para
germinacion a una temperatura constante de 20 °C y en
oscuridad completa. La semilla se osmoacondicioné
durante 0, 12, 24 y 48 h, agitando periddicamente cada
uno de los frascos.

Después del acondicionamiento osmaético, lasemilla
se secO a temperatura ambiente y se almacen6 por 5
dias en sobres de papel. Posteriormente se realizé un
ensayo para germinacion estandar de acuerdo a ISTA
(1996). Las variables evaluadas fueron: plantulas
normal es, anormal es, semillano germinada, longitud de
epicotilo y de longitud de radicula. Los resultados se
reportaron expresados en porcentaje.

Se utilizé un disefio experimental completamente al
azar, se realizé un andlisis de varianza y para la
comparacién de medias se utilizd la prueba de Tukey
(P£0.05). El andlisis se realizd con el procedimiento
PROC GLM de SAS (SAS, 1999).

Resultados y Discusién

En el Cuadro 1 se presentala comparacion de medias
entre tratami entos para las variabl es plantulas normales
(PN), plantulas anormales (PA), semilla sin germinar
(SSG), longitud de epicétilo (LE) y longitud de radicula
(LR).

De acuerdo a los resultados, el
osmoacondi cionamiento en la solucion de polietilenglicol
por 12 h, mejor6 significativamente la capacidad
germinativa de la semilla en estudio, observandose un
incremento del 27 % respecto al testigo. Por otra parte,
los tratamientos aplicados por 24 y 48 h mejoraron el
porcentaj e de germinacion en 22y 23 %, respectivamente.
Los resultados anteriores concuerdan con Welbaum et
al. (1998) y McDonald (2000) quienes mencionan que
los tratamientos preacondicionadores de semilla se
pueden utilizar para Incrementar la capacidad
germinativay acelerar y sincronizar la germinacion. El
osmoacondicionamiento activa procesos fisiol6gicos y
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bioguimicos, que se traducen en transformaciones
metabdlicas necesarias paralagerminacion delassemillas
en menor tiempo.

Los resultados indican que el tratamiento de
polietilenglicol por 12 h redujo en 53 % la presencia de
plantulas anormal es con algunadeficienciaen € desarrollo
de sus estructuras. En los tratamientos de
osmoacondicionamiento por 24y 48 h seredujolapresencia
de pléantulas anormales en 38 y 44 %, respectivamente.

El por ciento de semillas sin germinar se redujo
significativamente a osmoacondicionar en polietilenglicol
enlostresperiodosevaluados (12, 24y 48 h). Lareduccion
fue de 86 % con 12 h de tratamiento, y 72 % con 24y 48
henpolietilenglicol.

Cuadro 1. Comparacion de medias de variables evaluadas
en ensayo de germinacion estandar en semilla
osmoacondicionada por diferentes periodos detiempo.

Tratamiento PN PA SSG LE LR

(h) (%) (mm)

0 6lb 32a 7a 230a 10.9b
84a 15b 1b 213ab 131la

24 78a 20b 2b 203b 124a

48 80a 18b 2b 218ab 124a

Tukey 10 9 3 0.21 0.8

Valores con lamisma letra son estadisticamente iguales,
segun prueba de Tukey (P < 5 %).

PN = Plantulas normales; PA = Plantul as anormal es; SSG
= Semillasingerminar; LE= Longitud deepicétiloy LR =
Longitud deradicula.

Paralalongitud de epicétilo, se observaron diferencias
significativas entre el testigo y e tratamiento de 24 h;
polietilenglicol inhibi6 e desarrollo enun 12 %.

La longitud radicular mostré un incremento al
osmoacondicionar la semilla, se presentaron diferencias
significativas entre el testigo y los tratamientos. El
incremento con respecto al testigo fuede20.2% (12h) y
13.8 % (24 y 48 h). En este sentido, McDonald (2000)
reporta que uno de los beneficios del
osmoacondi cionamiento de semillas eslaestimulacion en
e crecimiento delaraiz, o cua coincide conlosresultados
obtenidos en este trabaj 0.

Losresultadosindican que el osmoacondicionamiento
mejord el comportami ento delagerminacién de semilla, a
incrementar la capacidad germinativa y estimular el
crecimiento del sistemaradicular.

Conclusiones

El acondicionamiento osmatico de semillade chileancho
(CapsicumannuumL.) en unasolucion de polietilenglicol
(PEG 8000), con un potencial osmético de -1.20 MPay
por 12 h, incrementala capacidad germinativay estimula
el crecimiento del sistemaradicular. Osmoacondicionar la
semilla da como resultado una germinacién uniforme en
un periodo de tiempo menor.
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Abstract

The control of Tetranychus urticae in mainly performed by means of acaricides, that is why this species has
developed a resistance to the majority of the products that are used to combat it. This ability of T. urticae to
devel op resistance has caused problems in some plants under greenhouse, and field conditions. Inthisassay itis
determined the susceptibility, and the mechanisms of resistance of a population of T. urticae collected in arose
bush, at a greenhouse. Five acaricides were used to evaluate the susceptibility of this population; Avermectin,
Bifentrin, Dicofol, Naled and Fenbutatin oxide,. These acaruses were susceptible to Avermectinaand resistant to
the other acaricidas. Biochemical tests were used to know the levels of enzymes o y B-esterases, oxidases,
glutation S-transferase, acetylcholinesterase, insensible acetylcholinesterase of thetwo populations of T. urticae;
one of laboratory, and another one from a field in the State of Mexico. The levels of a y B-esterases, and
oxidases were higher in the field population, than in the laboratory one. These results suggest that o y p-es-
terases, and oxidases, are involved in the resistance of the population of the State of Mexico, to the acaricides
Bifentrin, Dicofol, Naled and Fenbutatin oxide.

K ey wor ds: Twospotted spider mite, esterase, biochemical test, concentration, diagnostic

Resumen

El control de Tetranychus urticae se hace principal mente con acaricidas, por 10 que esta especie ha desarrollado
resistenciaalamayoriade los productos que se utilizan para su combate. Esta habilidad de T. urticae adesarrollar
resistencia ha causado problemas en especies de plantas en invernadero o en condiciones de campo. En este
estudio se determind la susceptibilidad y |0s mecanismos de resistencia de unapoblacion de T. urticae, colectada
en rosales de invernadero. Se utilizaron cinco acaricidas; Avermectina, Bifentrina, Dicofol, Naled y éxido de
Fenbutatin, paraevaluar |a susceptibilidad de esta poblacidn. Estos &caros resultaron susceptibles aAvermectina
y resistentes paralos otros acaricidas. Se utilizaron pruebas bioquimicas para conocer |os nivel es de las enzimas
o Y B-esterasas, oxidasas, glutation S-transferasa, acetilcolinesterasa, acetilcolinesterasa insensible de las dos
poblaciones de T. urticae; una de laboratorio y otra de campo del Estado de México. Se presentaron mayores
niveles de a y B-esterasas y oxidasas, en la poblacion de campo, que en la poblacién de laboratorio. Estos
resultados sugieren que las a y B-esterasas y oxidasas, estan involucradas en la resistencia de la poblacion del
Estado de México, hacialos acaricidas Bifentrina, Dicofol, Naled y 6xido de Fenbutatin.

Palabras clave: Acaro de dos manchas, esterasa, pruebas bioquimicas, concentracion, diagndstico.

Introduccion

Laarafitaroja, Tetranychusurticae Koch esunaplaga
en muchas especies de plantas en el mundo, incluyendo
varioscultivosagricolasy ornamentales, sele hareportado
en 180 especies de plantas en invernadero o en condiciones
de campo (Kim et al., 2004). Esta especie causa
marchitamiento y desecacién del follgjey lamuertedelas

plantas (Gould, 1987). Aunado a esto se tiene que estos
acaros son capaces de desarrollar resistencia a muchos
acaricidas, lacual se puede expresar de uno acuatro afnos
einducir un alto grado deresistenciacruzada (Saito et al .,
1983). El control de T. urticae que serealizaen el mundo,
se hace principalmente con acaricidas, por 10 que esta
especie ha desarrollado resistencia a la mayoria de los
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productos que se utilizan para su combate (Devine et al .,
2001). Estahabilidad deT. urticae adesarrollar resistencia,
ha causado problemas en muchos paises invol ucrados en
laproduccion agricoladurantelosltimos 40 afios (Rizzieri
et al., 1988).

La resistencia fisiolégica de acuerdo a Georghiou
(1965) es la més importante en artrépodos, debido a la
accion de mecanismos detoxificadores enziméticos, que
provocan una mayor degradacion y excrecion del
insecticidao acaricida (Lagunesy Villanueva,. 1994).

Yang et al. (2001) mencionan que ladetoxificacion de
|os xenobi6ticos en artrépodos son a causa de; esterasas,
citocromo P 450 dependiente de las monooxigenasas y
glutation S-transferasas. Laresistenciaaorganof osforados
se asocia principalmente a niveles altos de esterasas
(Hemingway y Karunaratne, 1998); Matsumura y Voss
(1964) reportan que la resistencia de T. urticae a los
organofosforados es debidaaun incremento en laactividad
de carboxiesterasas y fosfatasas. Por otro lado, Bisset et
al. (1998) mencionan gue las oxidasas intervienen en la
detoxificacion de los piretroides. Por su parte, Yu (1982)
demostro que las glutation S-transferasas intervienen en
la detoxificacién de compuestos organofosforados en
Spodoptera frugiperda alimentado en diferentes
hospederos. Por otro lado, Lagunes y Villanueva (1994)
mencionan que las enzimas que degradan el DDT y sus
derivados, son DDT-asay las oxidasas. Vossy Matsumura
(1964) reportan alaacetil colinesterasainsensible como el
principal mecanismo de resistencia de T. urticae a los
organofosforados.

Dado d usointensivo deacaricidasdediferentesgrupos
toxicoldgicos para el control de esta especie en cultivos
de rosal de invernadero, es importante conocer la
susceptibilidad y las causasderesistenciafisiolégicade T.
urticae, hacia los acaricidas y de acuerdo a esto
establecer un programa de manejo efectivo para esta
plaga. Debido alo anterior, lapresenteinvesti gacion tuvo
como objetivo determinar la susceptibilidad y los
mecani smos de resistencia de un poblacion de T. urticae
procedente deinvernadero derosal del Estado de México.

Materiales y Métodos
Material bioldgico

Se emplearon dos lineas de T. urticae; una linea de
referencia, mantenidabajo condiciones controladas, auna
temperaturade 25 + 2 °C, humedad relativade 60-70 % y
luz constante, sobre plantas de Phaseolus vulgaris (L.),
libre de presion de seleccion durante méas de dos afios
(Linea de laboratorio). La otra linea fue colectada en
invernaderos de produccién derosal variedad Royalty, en
Villa Guerrero, México (linea de campo), con manejo a

base de rotacién de acaricidas.

Bioensayos

Sereadlizaron una serie de bioensayos para determinar
las lineas de regresion concentracion-mortalidad con la
poblacion de laboratorio. Los acaricidas empleadosfueron
formul aciones comerciales de Avermectina (Agrimec 1.8
% CE), Bifentrina (Capture 100 12.15 % CE), Dicofol
(AK 20 18.5% CE), Naled (Naled 60 % CE) y 6xido de
fenbutatin (Torque 500 44.64 % SC).

Se utilizd el método de bioensayo de pelicularesidual
en cagja petri (Dennehy et al., 1987). Se prepararon seis
concentraciones mas el testigo para cada producto, se
incluyeron tres repeticiones por cada concentracion. Las
diferentes concentraciones serealizaron utilizando como
solvente etanol al 95 %, aexcepcion ddl éxido de Fenbutatin
el cual sediluy6 en agua. En el testigo se aplico etanol o
agua segun el caso. Se depositdé 1 mL de la solucién del
acaricida en cada caja petri, posteriormente se
transfirieron 20 &caros adultos hembray fueron selladas
con papel aluminio. Secuantificd lamortalidad alas24 h
y se tom6 como criterio de muerte, cuando los écaros
presentaran sintomas de ataxia, es decir no presentaron
movilidad 0 manifestaraun desplazamiento menor, a menos
una vez €l largo de su cuerpo, después de estimularlos
con un pincel fino. La mortalidad fue corregida con la
formula de Abbott (1925) y los resultados se analizaron
por probit (Finney, 1971).

Determinacién de la susceptibilidad de la
poblacion de campo

Se empled la técnica concentracidn-diagndstico
(McCutchen et al., 1989), paraesto de |l osdatos obtenidos
de la linea de laboratorio se obtuvo la CL, de cada
acaricida, laque semultiplicé por 2(2x CL ), este valor
se consider6 como la concentracion-diagndstico que se
utilizd para exponer alos acaros de la col onia de campo,
paraello setrataron 20 cgjas petri con dichaconcentraci on-
diagnostico de cadaacariciday se transfirieron 20 &caros
adultoshembrapor caja. Parael testigo seemplearontres
cajas petri tratadas con etanol 0 agua segun al caso. Para
determinar la susceptibilidad de la poblacién de campo a
losacaricidas, seutilizé € criterio propuesto por Dennehy
et at. (1987), el cual indica que si la poblacion presenta
unamortalidad menor a 80 % se consideraresistentey s
es superior a éste, se considera susceptible.

Pruebas bioquimicas para estimar niveles de
enzimas

Se empl earon seis pruebas biogquimicas paradeterminar
los nivel es de a-esterasas, b-esterasas, oxidasas, glutation

17



Revista Agraria -Nueva Epoca- Afio IV - Vol. 4 - Nos. 1, 2, 3 - Enero - Diciembre 2007

S-transferasas, acetilcolinesterasasy acetilcolinesterasas
insensibles, en las dos lineas de T. urticae. Todas las
pruebas se corrieron por triplicado en placas de 96 pocillos
y fueron leidas posteriormente mediante el lector de
microplacas Stat fax-2100®.

Fuente de enzima

Previo a las pruebas bioguimicas, se homogeniz6 0.1
mg de acaros en 100 mL de buffer fosfatos de potasio
(KPO,), 2a0.05 My pH 7.2, se diluy6 a1 mL agregando
900 L dedicho buffer (Brogdon, 1984). Se prepararon 90
muestras paracadalineade T. urticae, parareadizar estas
pruebas. La concentracion de proteina de la muestra fue
de 4.9 mg de proteina por 0.1 mg de &caros, esta fue
determinadapor el método de Bradford (1976) modificado
por Brogdon (1984).

Estimacién de los niveles de esterasas

Para determinar los niveles de o y -esterasas se
empled e método de Brogdon-Dickinson (1983). Paradllo
se colocaron 100 mL de la muestra de &caros a cada
pocillo, enseguidase deposito 100 mL de unasolucion de
56 mg o 0 B naftil acetato diluidaen 20 mL de acetonay
aforada a 100 mL con buffer KPO,, la mezcla se dejo
incubar a temperatura ambiente por 10 min y
posteriormente se le adicionaron 100 mL de dianisidina,
preparada a una concentraciéon de 1mg mL* de agua
destilada, se mantuvo la mezcla por 2 min y se tomé la
lecturadelaplaca, en unlector de ELISA usando unfiltro
de 545 nm. Seutilizaronlassolucionesdeao b naftil acetato
tomando 50 mg de o. 0 3 naftil acetato diluidaen 10 mL de
acetonamas 90 mL de buffer KPO,, laque posteriormente
se diluy6 a 1:35 como control positivo y como control
negativo el buffer de KPO,.

Estimacion de los niveles de oxidasas

Para determinar |os niveles de oxidasas se utilizo la
metodol ogia propuesta por Brogdon et al. (1997). Para
esto se colocaron 100 mL del homogenato de &caros a
cadapoacillo, posteriormente sedepositaron 200 mL deuna
solucion de 50 mg de 3, 3', 5, 5'-tetrametil-bencidina
dihidroclorido, diluida con 25 mL de metanol y aforada
con 75 mL de buffer acetato de sodio a 0.25 M, pH 5;
enseguida se colocaron 25 mL de perdxido de hidrégeno
a 3 %, se incubd la mezcla por 5 min a temperatura
ambientey serealizé lalecturadelaplacaen unlector de
microplacascon un filtro de 630 nm. Se utilizd como control
positivo unasolucion de citocromo C agregando 10 mg de
citocromo C a 100 mL de buffer acetato de sodio 0.25 M,
pH 5, la que enseguida se diluy6 a 1:55 y como control
negativo el buffer de KPO,.

Estimacién de los niveles de glutation S
transferasas

Paradeterminar |os niveles de estas enzimas, se utilizé
lametodol ogia de Brogdon y Barber (1990). Paraello se
colocaron 100 mL de la muestra de &caros a cada placa,
posteriormente se adicioné 100 mL de unasolucién de 61
mg de glutation reducido por 100 mL de buffer de KPO,,
inmedi atamente después se colocd 100 mL de unasolucion
de20 mgde1-cloro-2, 4 dinitrobenzeno diluidaen 10 mL
y aforada con 90 mL de buffer de KPO,. Se tom¢ la
lectura de la placa inmediatamente en un lector de
microplacas con unfiltro de 340 nm (T ), posteriormente
sedejoincubar por 5 miny setomé de nuevo lalecturade
laplacaconel mismofiltro (T,). Ladiferenciadelecturas
entreel Ty T, seempled parael andisisdelosresultados.

Estimacion de los niveles de acetilcolinester asa
y acetilcolinesterasa insensible

Para determinar los niveles de acetilcolinesterasa se
utilizé el método de Brogdon (1988). Para esto secolocaron
100 mL de lamuestrade acarosacadapocillo, enseguida
se depositaron 100 mL de una solucion de 75 mg de
acetilcolina iodide por 100 mL de buffer de KPO,,
posteriormente se adicionaron 100 mL de unasolucion de
13 mgde5, 5’ -ditiobis-2-acido nitrobenzoico por 100 mL
de buffer de KPO,. La lectura de la placa se realizo
inmediatamente en un lector de microplacas confiltro de
405 nm (T ), se dejo incubar la mezcla por 10 miny se
tomé de nuevo lalectura de la placa con € mismo filtro
(T,,). ladiferenciaentrelaslecturasde T,y T, seempled
para €l andlisis de los resultados. Para determinar los
nivel esde acetil colinesterasainsensible seempled lamisma
metodol ogia, adiferenciaque enlasolucion deacetilcolina
iodide, se agregaron 21 mg de Naled como inhibidor.

Umbral de tolerancia

Con losdatos obtenidos en | as pruebas bioguimicas se
establecié un umbral detoleranciaparacadaenzima, para
ello setomo el valor maximo de absorbancia obtenido en
cada una de las pruebas enzimaticas de la linea de
laboratorio, detal formaque a momento de compararlas
conlosresultadosdelalineade campo, losval ores mayores
aeste umbral se tomaron como resistentesy |os menores
como susceptible.

Resultados y Discusion
Linea de laboratorio

En el Cuadro 1 se presentan los resultados obtenidos
delarespuestadelalineadelaboratorio de T. urticae en
relacién acinco acaricidas de diferente grupo toxicol ogi co.
Como se puede observar la CL, fue de 1.89, 234.02,
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Cuadrol. Concentracion letal, limites fiduciales y valor de la pendiente de acaricidas aplicados a la linea de laboratorio de

hembras adultas de Tetranychus urticae Koch.

Acaricida N* Pendiente + SE ppm
Limites Limites
CL,, Inferior Superior CL,, [Inferior Superior

Avermectina 360 2.80+0.47 1.89 164 213 542 4.76 6.39
Bifentrina 360 2.18+0.47 23402 20714 27297 90524  658.59 1474.28
Dicofol 360 2.01+0.38 38530 33825 43666 167005 1325.99 2280.73
Naled 360 6.78+0.99 57.04 54.81 59.39 88.12 82.28 96.27
Oxidode

Fenbutatin 360 2.55+0.59 207.87 18857 22884 660.85 52455 947.06

*Numero deindividuos eval uados

385.30, 57.04 y 207.87, para Avermectina, Bifentrina,
Dicofol, Naled y 6xido de Fenbutatin respectivamente.
La CL, obtenida para la Avermectina (1.89 ppm) en
esta investigacion fue diferente a la registrada por Lee
et al. (2003) quienes reportan una CL, de 0.06 ppm
para una linea susceptible; por otro lado este resultado
es 2.74 vecesinferior ala CL , reportada por Sato et al.
(2004) con una CL , de 5.18 ppm de Avermectina. Enlo
referente ala Bifentrina el resultado obtenido (234.02
ppm) fue superior a comportamiento de una linea de
laboratorio reportada por Bynum et al. (1990) con una
CL,, de 192 ppm, esta misma respuesta fue 5.99 veces
superior a la obtenida por Yang et al. (2001) quienes
mencionan una CL, de 39.1 ppm de Bifentrina, para
unapoblacion deT. urticae libre de presion de seleccion
por mas de 20 meses. El resultado obtenido parael 6xido
de Fenbutatin (207.87 ppm) fue inferior al
comportamiento de una linea reportada por Tian et al.
(1992) con unaCL . de 300 ppm. Enrelacion al acaricida
Dicofol la linea de laboratorio present6 una CL, de
385.30, la cual es 24.8 veces mayor a la registrada por
Dennehy et al. (1983) quienes reportaron una CL,, de
15.5 ppm. Enrelacion ala CL, de 57.04 ppm obtenida
para el Naled, fue 2.40 veces menor a laregistrada por
Sato et al. (2000) reportando una CL ., de 137 ppm para
su linea susceptible.

Linea de campo

En el Cuadro 2 se presenta el porcentaje de mortalidad
de T. urticae expuestas a la concentracion diagndstico
resultante de | os bioensayos con lalinea de laboratorio,
como se puede observar en los acaricidas que se
evaluaron, se obtuvieron porcentajes de mortalidad de
82.4, 45.6, 40.3, 75.0 y 44.6 para los acaricidas
Avermectina, Bifentrina, Dicofol, Naled y 6xido de
Fenbutatin respectivamente.

Cuadro 2. Respuesta de hembras adultas de Tetranychus
urticae K och a concentraciones diagnostico procedentes
deinvernadero del Estado de México.

Concentracion

Acaricida diagndstico

(ppm) N*  Mortalidad (%)
Avermectina 10.8 400 824
Bifentrina 1800.0 400 45.6
Dicofol 3340.0 400 40.3
Naed 176.0 400 75.0
Oxidodefenbutatin  1320.0 400 44.6

* NUmero deindividuos eval uados

Enrelacion alaAvermectina el resultado de mortalidad
obtenido (82.4 %) con 10.4 ppm, difiere alo obtenido por
Grafton-Cardwell y Hoy (1983) quienesregistraron un 95
% de mortalidad con unaconcentracion de 4 ppm, después
de 24 h de exposicion. Por otro lado Landeros et al. (2002)
reportan, 100 % de mortalidad de T. urticae, con una
concentracién de 10 ppm de Avermectina después de 72
h de exposicion. En estudios realizados con el Dicofol
Dennehy et al. (1983) realizaron comparaciones de
mortalidad en varias poblacionesde T. urticae, utilizando
1000 ppm como concentraci on-diagndsti co, se obtuvieron
porcentajes de mortalidad entre 2.5y 68.6 %.

De acuerdo a criterio establecido por Dennehy et al.
(1987), cuaquier poblacién esresistente si e resultado de
mortalidad es menor a 80 %; como resultado de esta
investigacion podriamos indicar que la linea de campo
utilizada en este estudio fue susceptible a Avermectina
con un 82.4 % de mortalidad y resistente a los demas
productos. En relacion a la Avermectina el resultado
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probablemente es debido a que, en los cultivos de rosal
donde se colectd e material paralosbioensayos, serediza
una rotacion de acaricidas y los productores de estos
cultivosindicaron que Unicamenterealizan dosaplicaciones
deAvermectina por afio, sobre este mismo acaricidaClark
et al. (1994) no detectaron resistencia en poblaciones T.
urticae colectados en California, Floridaelslas Canarias
después de seis aplicaciones de Avermectina por afio. A
si mismo Hoy y Conley (1987) no encontraron diferencias
en susceptibilidad en cinco poblaciones T. urticae después
de 6-8 selecciones con abamectin en condiciones de
[aboratorio.

Niveles enzimaticos

En el Cuadro 3 se presentan los valores méaximos de
absorbanciaobtenidos paracadaenzimaen las doslineas
de T. urticae y el nimero de muestras que superaron €l
umbral de tolerancia. Como puede observarse para las
acetilcolinesterasas, en 11 de 90 muestras registraron
valores més altos en la linea de campo que en la de
laboratorio, lo anterior indicaque en términos de porcentgje,
el 12.2 % de la poblacién de campo en estudio presentd
mayores niveles de esta enzima. En relacion a las
acetil colinesterasasinsensibles de lapobl acién de campo,
3 de 90 muestras resultaron con valores superiores al
umbral detolerancialo que demuestranresistenciade 3.3
% por la presencia de estas enzimas. En cuanto alas a
esterasas y -esterasas, 13 y 27 de 90 muestras
respectivamente, superaron el umbral detolerancialo que
representaunaresistenciade 14.4y 30.0 % enlalineade
campo por la presenciade estas enzimas. En lo referente
alas oxidasas 25 de 90 muestras superaron al umbral de
tolerancia, 1o que equivale a 27.7 % de resistenciaen la
poblacion de campo debido a estas enzimas.
Respectivamente. Las enzimas glutation S-transferasas

presentaron nivelesinferioresalalineade laboratorio, por
tanto ninguna muestra super6 el umbral detolerancia

El hecho de encontrar un factor de resistencia de 3.3
% en la poblacién de campo (Figura 1) con la presencia
de acetilcolinesterasas insensibles sugiere que este
mecanismo de resistencia no influye o es de menor
importancia en € nivel de resistencia que se obtuvo en
estapoblacion, sin embargo al gunos autores como; Vossy
Matsumura (1964) y Tsagkarakou et al. (2002) sefialan
gue este mecanismo de resistencia en otras lineas fue
importante.

Por o anteriormente expuesto es probable que exista
otro mecanismo deresistenciague puedaestar involucrado
enlaresistenciaaNaled (25 %) que seobtuvo a exponer
alos écaros de campo con la concentracion diagnéstico,
a respecto Matsumura y Voss (1964); Herne y Brown
(1969) reportan resistencia en T. urticae a
organofosforados por incremento de la actividad de la
carboxiesterasas, 1o que concuerda con lo observado en
estainvestigacion, yaque en lalineade campo se presentod
un porcentaje de resistencia de 14.4 % y 30 %
respectivamente por lapresenciaa y p-esterasas (Figura
2), pudiera ser posible gue con esto se explique el grado
deresistenciaal Naled . Enlo querespectaalaBifentrina
los resultados obtenidos mostraron 45.6 % de mortalidad
al aplicar la concentracion diagnostico (1800 ppm) y
comparados con | os resultados obtenidos sobre lapresencia
de o y B-esterasas, nos indica una clara relacién, ya que
como se observa, lapoblacion de campo resulto resistente
para estas enzimas (Figura 2); a respecto Yang et al.
(2002) registraron que el principal mecanismo de
resistencia a Bifentrina en T. urticae esta relacionada
con una alta actividad de esterasas, |0s mismos autores
Yang et al. (2001) reportan alas enzimas esterasas y en

Cuadro 3. Niveles promedio de los maximos de absorbanci a para cada enzima de | as dos pobl aciones de Tetranychus

urticae Koch.
Enzima Absorbancia*™ N*
Linea de laboratorio Linea de campo

Acetilcolinesterasa 0.0677% 0.0950¢ 1
Acetilcolinesterasainsensible 0.0693% 0.0790 3
o-esterasa 0.6237% 0.6853 13
B-esterasa 0.9533% 1.054 27
Glutation S-transferasa 0.0667% 0.0665 0
Oxidasa 0.6527% 0.8403 25

*Numero de muestras que superaron el umbral detolerancia; *Umbral detol erancia paracadaenzima; ** Promedio de

tresrepeticiones
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Acetilcolinesterasa Acetilcolinesterasa in«ensible
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Figura 1. Distribucién de frecuencia de | os niveles de acetilcolinesterasa y acetilcolinesterasa insensible para dos
lineasde T. urticae Koch y discriminacion con el umbral de tol erancia para cada enzimaen la poblacién de campo.
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Figura 2. Distribucion de frecuencia de los nivel es de a-esterasa y b-esterasa para dos lineas de Tetranychus urticae
Kochy discriminacion con el umbral de tol erancia para cada enzimaen la poblacion de campo.
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Figura 3. Distribucion de frecuenciadelos nivelesde oxidasasy glutation S-transferasas, parados|ineasde Tetranychus
urticaey discriminacion con el umbral de tolerancia para cada enzima en la poblacion de campo.

menor grado a las glutation S-transferasas como |os
principales causantes de la resistencia a Bifentrina y -
cyhalotrina. Como ya se sefial 6 en este estudio se observo
guelosnivelesdeglutation S-transferasasfueroninferiores
alosdelalineadelaboratorio lo que permite deducir que
no intervienen en la resistencia a Bifentrinag, ya que la
poblacion de campo resultd susceptible para esta enzima
(Figura3). Por otrolado, Riley et al. (2000) reportan alas
o-esterasas como €l principal mecanismo deresistenciaa
Bifentrina en mosca blanca, aungue también involucran
al sistema oxidativo, que como se muestra en la misma
figura, esun factor importante como causa deresistencia.

En lo que corresponde a glutation S-transferasas
diversos autores (Motoyamay Dauterman, 1980 y Clark
y Shaman, 1984) reportan a estas enzimas como causa de
resistencia a organoclorados, sin embargo en el presente
estudio este sistema no resulté relevante (Figura 3), por
otro lado Lagunes y Villanueva (1994) sefialan que, las
oxidasas son otro mecanismo deresistenciaparae Dicofol
(organoclorado), aunque el nivel deresistenciaque setuvo
por las oxidasas en lalinea de campo fue 27.8 % (Figura
3), esto no explica completamente el nivel de resistencia
gue seobtuvo parael Dicofol enlosbioensayosal quedar
vivos el 59.7 % expuestos alaconcentraci 0n-diagndsti co,
por lo mismo esto nos hace pensar que otro mecanismo
estainvolucrado en laresistenciaa Dicofol, a respecto

Narahashi (1983) menciona que laresistenciaa DDT y
susanalogosy paralo piretroideseslainsensibilidad en el
sistemanervioso delosinsectos, trabajando enloscanaes
de sodio en lamembranadel nervio.

Lamortalidad obtenidaen lapoblacién de campodeT.
urticae expuestaalaconcentracion- diagnostico del 6xido
de Fenbutatin, sdlo concuerdaconlapresenciade oxidasas
en lapoblacion de estudio. Por tanto, podemos rel acionar
la resistencia que se obtuvo para este producto en los
bioensayos conlalineade campo, con € nivel deresistencia
que presento esta linea por las oxidasas, pero esto sélo
explicariael 27.8 %, del nivel deresistenciaque presentaron
estos acarosal oxido de Fenbutatin (55.4 %). Ladiferencia
entre los porcentgjes de resistencia nos sugieren que
posiblemente otro mecanismo de resistencia esta
involucrado. Al respecto Carbonaro et al. (1986) indican,
quelainsensibilidad en laAT Pasa puede ser responsable
en parte, de laresistencia a cyhexatin, un producto del
mismo grupo que el oxido de Fenbutatin, o que este
mecanismo pudiera estar involucrado en laresistenciaa
este compuesto.

A las oxidasas también se le han involucrado en €
mecanismo de resistencia de la Avermectina (Clark et
al., 1994), en estainvestigaci 6n seindicé unarel acion con
respecto al 17.6 % deindividuosdelapoblacion en estudio
que sobrevivieron alaexposicion con laAvermectina, en
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relacion aesto (Argentine et al., 1992) han reportado que
lineas de insectos seleccionados con Avermectina no
presentan nivel es significativosderesistencia cruzadapara
otros insecticidas, 1o que aparentemente concuerda con
estos resultados.

Literatura Citada

Abbott, S. W. 1925. A method of computing the effective-
ness of aninsecticide. J. Econ. Entomol. 18: 265-267.

Argentine, J. A. and J. M. Clark. 1990. Selection for
abamectin resistance in Colorado potato beetle (Co-
leoptera: Chrysomelidae). Pestic. Sci. 28: 17-24.

Brogdon, W. G. 1984. Mosquito protein microassay-|, pro-
tein determinationsfrom small portions of single-mos-
guito homogenates. Comp. Biochem. Physial. 79: 457-
459

Brogdon, W. G. 1988. Microassay of acetylcholinesterase
activity in small portions of single mosquito
homogenates. Comp. Biochem. Physiol. 90: 145-150.

Brogdon, W. G. and C. M. Dickinson. 1983. A microassay
system for measuring esterase activity and protein con-
centrationin small samplesand in high-pressureliquid
chromatography duatefractions. Analyt. Biochem. 131
499-503.

Brogdon, W. G. and Barber . 1990. Microplate assay of
glutathione S-transferase activity for resistance detec-
tion in single-mosquito triturates. Comp. Biochem.
Physiol. 96: 339-342.

Brogdon, W. G, J. C. McAllister and J. Vulule. 1997.
Hemeperoxidase activity measured in single mosqui-
toesidentifiesindividuals expressing an elevated oxi-
dase for insecticide resistance. J. Am. Mosg. Control
Assoc. 13: 233-237.

Bynum, E. D., Jr., T. L. Archer and F. W. Plapp Jr. 1990.
Action of insecticides to spider mites (Acari:
Tetranychidae) on corninthe Texashigh plains: toxic-
ity, resistance and synergistic combinations. J. Econ.
Entomol. 90: 1125-1130.

Carbonaro, M. A., D. E. Moreland, V. E. Edge, N.
Motoyama, G. C. Rock and W. Dauterman. 1986. Stud-
ies on the mechanisms of cyhexatin resistance in the
twospotted spider mite, Tetranychus urticae (Acari:
Tetranychidae). J. Econ. Entomol. 79: 576-579.

Clark, A. G. and N. A. Shaman.1984.Evidence that DDT-
dehydrochlorinase from the house fly is a glutathione
S-transferase. Pestic. Biohem. Physiol. 22: 249-261.

Clark, J. M., J. G Scott, F. Camposand J. R. Bloomquist.
1994. Resistance to avermectins. extent, mechanisms
and management implications. Ann. Rev. Entomol. 40:
1-30.

Dennehy, T. J., J. Granett and T. F. Leigh. 1983. Rel-
evance of slide-dip and residual bioassay comparisons
to detection of resistance in spider mites. J. Econ.
Entomol. 76: 1225-1230.

Dennehy, T. J,, E. E. Grafton-Cardwell, J. Granett and K.
Barbour. 1987. Practitioner assessable bioassay for
detection of Dicofol resistancein spider mites(Acari:
Tetranychidae). J. Econ. Entomol. 80: 998-1103.

Devine, G. J., M. Barber and |. Denholm. 2001. Incidence
and inheritance of resistance to meti-acaricidesin Eu-
ropean strains of the two-spotted spider mite
(Tetranychus urticae) (Acari: Tetranychidae). Pest.
Manag. Sci. 57:443-448.

Finney, D. J. 1971. Probit analysis. 3rd ed. Cambridge
University Press,.Cambridge

Grafton-Cardwell, E. E. and M. A. Hoy. 1983. Compara-
tive toxicity of Avermectina B, to the predator
Metaseiulus occidentalis (Nesbitt) (Acari:
Phytoseiidae) and the spider mites Tetranychusurticae
Koch and Panonychus ulmi (Koch) (Acari:
Tetranychidae). J. Econ. Entomol. 76: 1216-1220.

Georghiou, G. P. Genetics studies on insecticide resi stance.
Adv. Pest Control Res. 6:171.

Gould, H. J. 1987. Protected crops. pp: 404-405. In: Burn
A. J. Croaker and Jepson P. (eds.) Integrated Pest
Management. Academic Press, New York, USA.

Herne, D. H. C. And A. W. A. Brown. 1969. Inheritance
and biochemistry of OP-resistanceinaNew York strain
of the two-spotted spider mite. J- Econ. Entomol. 62:
205-209.

Hoy, M. A. and J. Conley. 1987. Selection for abamectin
resistance in Tetranychus urticae and T. pacificus
(Acari: Tetranychidae). J. Econ. Entomol. 80: 221-225.

Kim, M., D. Shinand K. Cho. 2004. An assessment of the
chronic toxicity of fenpyroximate and pyridaben to
Tetranychus urticae using a demographic bioassay.
Appl. Entomol. Zool. 39(3): 401-409.

Lagunes-Tejada, A. y Villanueva-Jiménez J. A. 1994.
Toxicologia y manejo de insecticidas. Colegio de
Postgraduados en CienciasAgricolas, Montecillo Estado
de México, México. 264 p.

Landeros, J., N. Mora, M, Badii, P A. CerdaandA. E. Flores.
2002. Effect of subletal concentrations of Avermectina
on population parameters of Tetranychus urticae on
strawberry. Southwest. Entomol. 27: 283-289.

Lee Y. S, M. H. Song, K. S. Ahn, K. Y. Lee, J. W. Kim
and G H. Kim. 2003. Monitoring of acaricide resis-
tancein two-spotted spider mite (Tetranychusurticae)
populations from rose greenhousesin Korea. J. Asia-
Pacific Entomol. 6(1): 91-96.

23



Revista Agraria -Nueva Epoca- Afio IV - Vol. 4 - Nos. 1, 2, 3 - Enero - Diciembre 2007

Matsumura, F. and G Voss. 1964. M echanism of malathion
and parathion resistance in the twospotted spider mite,
Tetranychus urticae. J. Econ. Entomol. 57:911-917.

McCutchen, B. F., F. W. Plapp, S. J: Nemic and C.
Campanhola. 1989. Devel opmente of diagnostic moni-
toring techniques for larval pyrethroid resistance in
Heliothis spp. (Lepidoptera: Noctuidae) in cotton. J.
Econ. Entomol. 82: 1502-1507.

Motoyama, N., and W.C. Dauterman. 1980. Glutathione
S-transferase: their role in the metabolism of
organophosphorous insecticides. Rev. Biochem.
Toxicol. 2: 49-69.

Narahashi, T. 1983. Resistance to insecticides due to re-
duced sensitivity of the nervous system. pp: 333-351.
In: Pest Resistance to Pesticides. G. Georghiouand T.
Saito (eds.). Plenum press New York and London.

Riley, D. G, W. J. Tan, and D. Wolfenbarger. 2000. Ac-
tivities of enzymes associated with inheritance of
bifenthrin resistanceinthesilverleaf whitefly, Bemisia
argentifolii. Southwest. Entomol. 25: 201-211.

Rizzieri, D.A., T. J. Dennehy and T. J. Glover. 1988. Ge-
netic analysisof Dicofol resistancein two populations
of two spotted spider mite (Acari: Tetranychidae) from
New York apple orchards. J. Econ. Entomol. 81: 1271-
1276.

Saito, T., K. Tabataand S. Kohno. 1983. Mechanisms of
acaricideresistancewith emphasison Dicofal . pp: 429-
444, In: Pest Resistance to Pesticides. G- Georghiou
and T. Saito (eds.). Plenum press New York and Lon-
don.

Sato, M. E, C. M. Passerotti, A. P. Takematsu, M. F. Souza
Filho, M. R. de Potenzay A. P. Sivieri. 2000. Resis-
tanceto acaricidesin Tetranychusurticae (Koch) from
peach (Prunus persica (L) Bastsch) orchards in

Paranapanemaand Jundiai countiesstate of Sao Paulo.
Arquivosdo Instituto Biol égico. 67(1): 117-123.

Sato, M. E., T. Miyata, M. Da Silva, A. Ragaand M. F.
De Souza Filho. 2004. Selections for fenpyroximate
resi stance and susceptibility, and inheritance, cross-re-
sistance and stability of fenpyroximate resistance in
Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae).
Appl. Entomol. Zool. 39(2): 293-302.

Tian, T.; E.E. Grafton-Cardwell,.; J. Granett,. 1992. Re-
sistance of Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae) to cyhexatin and Fenbutatin-oxide in
Californiapears. J. Econ. Entomol.85: 2088-2095

Tsagkarakou, A., N. Pasteur, A. Cuany, C. Chevillon and
M. Navajas. 2001. Mechanisms of resistance to orga-
nophosphates in Tetranychus urticae (Acari:
Tetranychidae) from Greece. Insect biochem. Molec.
Biol. 32:417-424.

Voss, G. and F. Matsumura. 1964. Resistance to organo-
phosphorus compoundsin the two spotted spider mite:
two different mechanisms of resistance. Nature. 202:
319-320.

Yang, X., D.C. Margolies, K. Y. Zhuand L. L. Buschman.
2001. Host plant-induced changesin detoxification en-
zymes and susceptibility to pesticidesin the twospotted
spider mites (Acari: Tetranychidage). J. Econ. Entomol.
94: 381-387.

Yang, X., L. L.Buschman,K.Y.ZhuandD. C. Margolies.
2002. Susceptibility and detoxifying enzyme activity in
two spider mite species (Acari: Tetranychidae) after
sel ection with threeinsecticides. J. Econ. Entomol. 95
(2): 399-406.

Yu, S.J. 1982. Host plant induction of glutathione S-trans-
ferasein thefall armyworm. Pestic. Biochem Physiol.
18: 101-106.

24



Revista Agraria -Nueva Epoca- Afio IV - Vol. 4 - Nos. 1, 2, 3 - Enero - Diciembre 2007

Epidemiologiadel Cornezuelo del Sorgo (Claviceps
africana, Frederickson, Mantle & deMillano) en
doslocalidades de M éxico

Julian VicenteK oh Pat?, Abiel Sanchez Arizpet, AlbertoFloresOlivast, MariaElizabeth Galindo
Cepedat, Guillermo L edesmalbarral, Emilio Padron-Corral?

!Departamento de Parasitologia, Universidad AuténomaAgraria Antonio Narro. Buenavista. 25315. Saltillo, Coah.,
Meéxico. E-mail: jkohpat@hotmail.com (* Autor responsable). 2Centro de Investigaci on en Matematicas Aplicadas,
Universidad Autonomade Coahuila. 25080. Unidad Camporredondo, Edificio S, Saltillo, Coah., México.

Abstract

One of the main plant health problems present in the culture of sorghum (Sorghumbicolor L. Moench), namely
in the production of seed, is caused by the ergot fungus, a world-wide disease. The objectives of this research
were: a) to determine the incidence and severity of ergot in commercial varieties of sorghum in two localities of
Michoacan and Guanajuato statesin Mexico, b) to identify the grass associated to S. sorghi and other species of
Claviceps in both localities, and c) to identify the fungi that colonized species of Claviceps. The work was
carried out in August 2004 in parcels of sorghum in Tepuza abd in Numaran, Mich. and in Trojes de Paul in
Pénjamo, Gto. Mexico. Theincidence and severity of C. Africana was determined for the varieties evaluated in
Michoacén, and went from 0 to 29.6% and the severity from 0 to 83%; in Guanajuato there was no incidencein
the evaluated varieties. Four species of Claviceps, associated to grass, were found in six hosts. The grasses
susceptible to C. Africana were Sorghum halepense (L) Pers., and possibly Setaria adaherans. The following
species of Claviceps, associated to other grasses, were also found: C. cynodontis in Cynodon dactylon, C.
paspali in Paspalum sp. and C. fusiformis in Pennistum ciliare. In addition, Cerebella andropogonis Cesati
was found as a hyperparasite of the Claviceps species present in Sorghum bicolor, Cynodon dactylon and
Paspalum sp.

Key words: Sorghum bicolor (L) Moench, Cerebella andropogonis Cesati, host rank, Claviceps species.

Resumen

Uno de los principal es problemas fitopatol 6gicos que se presentan en el cultivo del sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench), y particularmente en la produccion de semilla, es el causado por el hongo llamado ergot o cornezuelo,
una enfermedad de distribucion mundial. L os objetivos de estainvestigacion fueron: a) determinar laincidencia
y severidad del cornezuelo del sorgo en variedades comerciales de sorgo en dos localidades de Michoacan y
Guanajuato, México, b) identificar los pastos asociados a S. sorghi y otras especies de Claviceps en las dos
localidadesy c) determinar |os hongos que col onizaron especies de Claviceps. El trabajo se realizd en agosto de
2004 en parcelas de sorgo en Tepuza en Numaran, Mich. y en Trojes de Padl en Pénjamo, Gto. en México. Se
determind laincidenciay severidad de C. africana. La incidencia de C. africana en las variedades eval uadas
en Michoacan fue de 0 a29.6 %y la severidad de 0-83 %; en Guanajuato no hubo incidencia en las variedades
evaluadas. Se encontraron cuatro especies de Claviceps asociadas a pastos en seis hospederos. Los pastos
susceptibles a C. africana fueron Sorghum halepense (L) Pers., y posiblemente Setaria adaherans. También
se encontraron las siguientes especies de Claviceps asociadas a otros pastos: C. cynodontis en Cynodon
dactylon, C. paspali en Paspalum sp. y C. fusiformis en Pennistum ciliare. Ademas, se encontré a Cerebella
andropogonis Cesati como hiperparasito de |as especies de Claviceps presentes en Sorghum bicolor, Cynodon
dactylon y Paspalum sp.

Palabras clave: Sorghum bicolor (L) Moench, Cerebella andropogonis Cesti, rango de hospederos, especies
de Claviceps.
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Introduccion

El sorgo (Sorghumbicolor L. Moench) ocupael quinto
lugar entre los cereal es cultivados en el mundo, cerca de
45 millones de hectéreas se cultivan con este grano
(Bandyopadhyay et al., 1998). Seconsideraquelasplagas
y enfermedades reducen entre el 10 y 15 % de la
produccion de sorgo en México (Narro et al., 1992).

Uno de | os probl emas fitopatol 4gi cos que se presentan
en el cultivo, y en particular en laproduccién de semilla,
es el hongo Ilamado cornezuelo o ergot, una enfermedad
de distribucion mundial (Aguirreet al., 1997).

El cornezuelo del sorgo puede ser causado por tres
especies del hongo Claviceps spp.; C. africana
Frederickson, Mantle y de Millano; C. sorghi, Kulkarni
Seshadri y Hedge; y C. sorghicola Tsukiboshi, Shimanuki
y Uematsu (Bandyopadhyay, 1997). El cornezuelo se
presentadurantelafloracidény ataca (nicamente aovarios
no fertilizados. Lainfeccién puede ocurrir en algunasoen
todas las florecillas (Frederickson y Mantle, 1988). Los
factores ambiental es que favorecen larpidareproduccion
del hongo son: humedad relativa mayor a 90 % y dias
[luviosos y nublados durante el periodo de antesis
(Bandyopadhyay et al., 1996).

Estaenfermedad fue reportadapor primeravez en 1917
en Indiay en 1924 en Kenia. Hasta 1994 su presencia
estuvo restringida para Asia y Africa. En la India se
reportaron pérdidasdel 10-80 % enlaproduccion desemilla
hibrida. En América aparecié en 1995 en Brasil,
disemindndose en una semana en una superficie de 800
000 km?; en 1996 se presentd en Argentina, Bolivia,
Colombia, Paraguay, Honduras, Republica Dominicana,
Puerto Rico y Australia (Bandyopadhyay et al., 1996). En
febrero de 1997, se presenté en México, en lalocalidad
de San Fernando, Tamaulipasy en laregion delaHuasteca
de San Luis Potosi y Veracruz (Acosta, 1997). En el &rea
del Bajio Guanajuato, Querétaro, Michoacén, y Jalisco se
presentd en siembras comerciales durante los meses de
agosto y septiembre de 1997. En México sereportaron en
1997, incidencias superiores a 80 % con severidades de
40 % (Torres y Montes, 1999). Se ha observado que la
incidencia 'y severidad de C. africana en el sorgo se
distribuye de una manera uniforme dentro de una misma
parcela, y que sélo se incrementa en orillas donde hay
menor disponibilidad de polen debido a la direccién del
viento (Soltero-Diaz y WilliamsAlanis, 2003).

Se han publicado reportes de hospederos alternos
(Chinandurai y Govindaswamy, 1971; Bandyopadhyay et
al., 1998; Alderman et al., 2004). Se ha encontrado, por
gjemplo, que C. africana aislada de Panicum maximum
Jacq., (Forsk) Stapaf., Sorghum drummondii Millsp. y
Chase, S.almumL. y Sorghum halepense L. Pers., puede

infectar al sorgo (Frederickson and Mantle, 1996). Al
realizar inoculaciones cruzadas en Morelia. México, se
identificaron las especies: Cenchrus echinatus, Panicum
maximum y Sorghum halepense como hospederas
alternantes para C. africana; pero solo S. halepense
presento caracteristicas paraactuar como fuente deindculo
primario. (Montes-Belmont et al., 2003).

En Tamaulipas se encontré que S. halepense y
Dicanthium aristatum (Poir) estuvieron infectadas con
C. africana (San Martin et al., 1997). Posteriormente en
el afio 2000 €l gobierno de M éxico expidid laNormaOficial
Mexicana NOM-078-FITO-2000 de regulacién
fitosanitaria para prevenir y evitar la diseminacion del
cornezuelo del sorgo (SAGAR, 2000).

Considerando estos antecedentes | os obj etivos de esta
investigacion fueron: a) determinar laincidenciay severidad
del cornezuelo del sorgo en variedades comerciales de
sorgo, b) identificar los pastos asociados a S. sorghi y
otras especi es de Claviceps en al gunos estados de M éxico
y c) determinar los hongos que colonicen especies de
Claviceps.

Materiales y Métodos

El trabajo serealiz6 en agosto de 2004 en parcelas de
sorgo ya establecidas en los gjidos de La Tepuza, en
Numarén, Mich. y en Trojesde Palll, en Pénjamo, Gto. en
México. Se determind la incidencia y severidad de C.
africana en las principales variedades comerciales para
ambas localidades. Las parcel as se sembraron en € ciclo
PV-2004 apartir delaultimasemanadel mesdeabril con
précticas de manej o convencional paralaregion. El tamafio
delasparcelasfuevariable paracadaregion, lacual estuvo
en funcién de ladisponibilidad del terreno. Serealizaron
muestreos en orillasy centro.

Incidencia y severidad

Laincidenciase registrd durante laetapade desarrollo
masoso duro del grano, sdlo parapanojas principales, y se
determind mediante lasumade plantasinfectadas por 100,
sobre el total de plantas observadas. Laseveridad seestimé
visualmente, utilizando laescalade 0 a4, donde 0 esplanta
sanay 4 plantacon 100 % de granosdafiados. Se considero
como areadanadaalasuperficie cubiertapor lamielecilla
exudadapor los granos infectados. También se colectd la
informaci on climatol 6gi cadisponible en las estacionesmas
cercanasalasparcelas. Paralaevaluacion delaincidencia
se utilizé un disefio experimental de bloques al azar y la
prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad para la
comparacion de medias; para la severidad se utilizd la
pruebano paramétricade Friedman. Se utilizo el paguete
estadistico delaUANL parael andlisis de los datos.
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Pastos asociados

Para determinar |0s pastos asociados a otras especies
de Claviceps presentes en algunos pastos, se realiz6 un
muestreo al azar dentro y fuera del cultivo, se tomaron
muestras de pasto, principalmente en las orillas de los
canales de riego, donde se observé mayor presencia de
pastos con produccién de mielecilla, sintoma
caracteristico del cornezuelo. Para Trojes de Padl en
Pénjamo, Gto. se colectaron los siguiente pastos:
Paspalum sp, Cynodon dactylon y Sorghum
halepense; para la Tepuza en Numaran, Mich.:
Paspalum spp, Cynodon dactylon y Sorghum
halepense y en Buenavista, Saltillo, Coah.: Pennisetum
ciliare y Setaria adaherans.

L os pastos fueron identificados en el laboratorio de
botanica de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro por el Dr. Jesus Valdez Reyna.

Se colectaron pastos con sintomas de cornezuelo en
inflorescenciasy posteriormente se realiz6 la medicion
de conidiasen laboratorio. Semidié el tamafio (longitud
y ancho) y morfologia predominate en 100 macroconidios
de cada muestra de pasto y se identificaron las especies
con laayuda de claves paraidentificacién de Claviceps
de Loveless (1964).

Hongos parasitos

Paralaidentificacion de hongos parésitos asociados
a Claviceps sp. se realizd un muestreo a azar, fueray
dentro del cultivo. Los hongos se identificaron en el
laboratorio con la ayuda de un microscopio compuesto,
para determinar el tamafio (longitud y ancho), nUmero
de células por esporay morfologia predominate en 100
esporas de cada muestra de acuerdo con Pazoutova y
Kolinska(1999).

Resultados y Discusion
Laincidenciaen Michoacan vario de 0 a29.6 % con

una severidad de 0-4 (0-83 %) en las 8 variedades
comerciales. Dekalb D67 y Mercurio no presentaron
incidencia, contrario a Brandon que present6 un 29 %
deincidenciay unaseveridad 4 en la escalade dafio (83
%) como se muestra en el Cuadro 1. Estos resultados
coinciden conlo citado por Mukuru (1997) quien encontrd
diferencias significativas en el grado de incidencia y
severidad entre los diferentes material es comercial es.

En Guanajuato no se encontré diferenciasignificativa
entre variedades, s6lo Marfil presenté un 3% de
incidenciay 1% de severidad mientras que Pionner 8133,
Kilate, Dekalb D67, Mercurio, Dekalb D75, Pionner 85
GA47, Aceroy Rebel no presentaron incidencia.

Esposiblequelasdiferenciasdeincidenciay severidad
paraambas regiones se deban aque las parcel as ubicadas
en Michoacén tienen canales de riego anchos y
permanecen con aguadurante el ciclo de cultivo, creando
microclimasentre parcel as, con las condiciones propicias
para el hongo.

La época de antesis para ambas regiones se presentd
en julio y agosto. En Michoacan la temperatura media
durante los meses de julio aagosto fue de 19.17 °C con
una H.R. de 83.80 % y una precipitacion de 4.46 mm.
En Guanajuato durante el mismo periodo, seregistré una
temperaturade 21.38 °C con unaH.R. de 84.80 %y una
precipitacion de 4.65 m; esto es cerca del rango de 20-
25°C y H.R. 90%, 6ptimo para el desarrollo del hongo
(Bandyopadhyay et al., 1996).

Pastos asociados a S. sorghi y otras especies de
Claviceps

Se encontraron cuatro especies de Claviceps en seis
hospederos. Los pastos susceptibles a C. africana
fueron Sorghum halepense y Setaria adaherans
(Figura 1 A y B) ya que presentaron macroconidios
hialinos, con extremos redondeados de unaformaoblonga

Cuadro 1. Incidenciay severidad del cornezuelo del sorgo en las principal es variedades comercial es de sorgo en €l
gjido delaTepuza, Numaran, Mich., México en €l ciclo PV-2004.

Variedad Comercial Incidencia (%)

Severidad Escala 0-4 (%)

Dekalb D670 0

Mercurio 0

Dekalb D73 0.33
Pionner 8133 0.44
Acero 3.71
Pionner 85G47 8.90
Dekalb D65 12.80
Brandon 29.66

(06.00)
(05.33)
(32.33)
(10.33)
(33.00)
(83.00)

ANFPNFRPPFPOO
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Figura 1. Conidios de diferentes especies de Claviceps
asociadas a pastos en algunas zonas de México: C.
africana en Setaria adaherans (A); C. africana en
Sorghum halepense (B); C. fusiformis en Pennisetum
ciliare (C); C. paspali en Paspalum sp. (D).

eliptica, mostrando dos vacuolas y ligeramente
constrefiidas en el centro las medidas se muestran en el
Cuadro 2. Este podria ser el primer reporte de S.

adaherans como hospedero de C. africana sin embargo
paralograr unaidentificacién completaserequiere deuna
inoculacion cruzada, que no sepudo redlizar en estetrabajo
debido a poco inéculo obtenido, pero de acuerdo alas
medidas que se obtuvieron, concuerdan con lo citado por
Frederickson et al. (1991).

En los pastos Cynodon dactylon, Pennisetum ciliare,
Paspalum spp. se encontré otra especie de Claviceps
asociado: Claviceps cynodontis en Cynodon dactyl. La
informacion que se muestra en el Cuadro 2, indica que
tiene forma triangular y que fue el mismo hongo en
Guangjuato y Michoacan lo cual concuerda con lo
reportado por Loveless (1964) y Vel dsquez (1998).

Loveless (1967) clasifico a Pennisetum ciliare dentro
del grupo 7 lo cua coincide conlo reportado por Veldsguez-
Valle (1998) como C. fusiformis (Figura 1C). En
Paspalum spp se encontr6 a C. paspali (Figura 1D), fue
el mismo hongo para Guanagjuato y Michoacén, 1o que
concuerdacon Loveless(1964). Lainformacion paraestos
hongos se muestra en el Cuadro 2.

En el caso de los hongos que parasitaron a Claviceps
spp. se encontré presencia de Cerebella sp en pastos
(Cuadro 3).

El hiperparasito de C. africana se encontré en el
cultivo de sorgo (Figura 2A), asi como en los pastos:
Paspalum sp. (Figura 2B) y C. dactylon (Figura 2C),

Cuadr o 2. Dimensiones morfol égicas de conidios de diferentes especies de Claviceps asociadas a pastos en algunas

zonas de México

Hospedante Forma Medidas Especies Origen
Predominante (mm) de Claviceps

Paspalum spp. Oblongal2.5-17.0x 4.7-5.0 C. paspali Mich.
Pennisetum ciliare Falcado 13.2-14.2 x 3.7-4.2 C. fusiformis Coah.
Cynodon dactylon Triangular12.0-14.7 x 5.0-6.0 C.cynodontis Gto., Mich.
Setaria adaherans Oblonga-€liptical4.5-15.0x 5.7-7.5 C. africana Coah.
Sorghum halepense  Oblonga-€dliptical4.7-15.7 x 6.0-6.75 C. africana Mich., Gto.
Sorghum bicolor Oblonga-eliptical4.0-14.9x 4.9-7.6 C. africana Mich., Gto

Cuadro 3. Dimensiones morfol 6gicas de esporas de diferentes especi es de hongos que colonizan a Claviceps spp. en

pastos en algunas zonas de M éxico.

Medidas
(mm)

Hospedante Esporas

Células

Especie Origen

Cynodon dactylon Café 4 a517.1-18.7 x 14.4-16.2
Paspalum sp. Café4ab5 19.1x16.24
Sorghum bicolor Caféde5a7 21.4x18.32

Cerebella andropogonis  Gto., Mich.
Cerebella andropogonis  Gto.
Cerebella andropogonis  Gto., Mich.
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Figura 2. Hiperparasito de C. africana en sorgo y asociado a pastos: Cerebella andropogonis en sorgo (A, By
C); en Paspalum sp y en Cynodon dactylon (D); esporas de C. andropogonis en sorgo y en Paspalum sp. (E).

provenientes de Gto. y Mich. Su estructura de
esporodoguio que asemeja a un cerebro se muestraen la
Figura2A, se pudo observar asimpl e vistacomo colonizo
a Claviceps spp. en campo. Las caracteristicas de las
esporas (Cuadro 3) permitieron identificar al hongo como
Cerebella andropogonis Cesti, |0 que coincide con lo
reportado por Pazoutovay Kolinska (1999).

Conclusiones

La incidencia de C. africana en las variedades
comerciales evaluados en Michoacan fuede0a29.6 %y
laseveridad de 0-83 %. En Guanajuato no se presentd el
cornezuel 0 en las variedades evaluadas. Se encontraron
cuatro especies de Claviceps asociadas a pastos en seis
hospederos. Los pastos susceptiblesa C. africana fueron
Sorghum halepense (L.) Pers., y posiblemente Setaria
adaherans; se encontr6 C. cynodontis en Cynodon
dactylon, C. paspali en Paspalum sp. y C. fusiformis
en Pennistum ciliare. Ademas, se encontrd a Cerebella
andropogonis Cesati como hiperparasito de |as especies

de Claviceps presentes en Sorghum bicolor, Cynodon
dactylon y Paspalum sp.
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Abstract

Leafhoppers (Cicadellidae) are vector insects that may transmit up to 40 different viruses belonging to the
Rhabdoviridae and Reoviridae families. The main vector of the potato purple top isthe leafhopper Macrosteles
fascifrons (Hemiptera: Cicadellidae) along with other |eafhoppers. In the important potato region of Coahuila-
Nuevo Leon, producers don’t even know that Cicadellidae species are present, and al so ignore some facts about
this presence like population fluctuation, and in what weed species can they be found. Taking all thisinto account
the objectives of this assay were expressed as: a) to detect species of Cicadellidae positive to phytoplasmas
associated to the potato purple top, in weeds bordering the commercial potato fields, b) to determine the popul a-
tion fluctuation of Cicadellidae positive to phytoplasmas associated to the potato purpletop and ¢) to determine
what weed species bordering the potato fields are positive to phytoplasmas. Samplings of |eaf hoppers and weeds
were performed every week from January to December 2004 in Huachichil, Arteaga, Coah., Mexico. In order to
detect phytoplasma, extractions of DNA of each one of the collected Cicadellidae species and weeds were made
and PCR tests were realized. Fifty three different Cicadellidae species were collected, and phytoplasma was
detected in Macrosteles fascifrons, Empoasca fabae, Oncometopia nigricans and one non identified species.
The highest populations of adults of Cicadellidae altogether, were observed from November to February. Solely
species of weeds: Flourensia cernua (Asteraceae), Parthenium incanum (Asteraceae), Prunus cercocarpifolia
(Rosaceae) and Reseda luteola (Resedaceae), from the total of the 22 where Cicadellidae adults were found,
were positive to phytoplasma.

Key words: Arvenses, Empoasca fabae, Macrosteles spp., Oncometopia nigricans.

Resumen

Las chicharritas (Cicadellidae) son insectos vectores que pueden transmitir hasta 40 virus distintos de las familias
Rhabdoviridae y Reoviridae. El principal vector de la punta morada de la papa es la chicharrita Macrosteles
fascifrons (Hemiptera: Cicadellidae) y otras chicharritas pequefias. En laimportante regi 6n papera de Coahuila-
Nuevo Lebn se desconoce que especies de cicadélidos estan presentes, cual es su fluctuacién poblacional y en
gué especi es de mal eza puedan encontrarse; por |o que los objetivos de este estudio fueron: a) Detectar especies
de cicadélidos positivos afitoplasma asociado ala puntamorada, en maleza al edafiaa cultivo comercial de papa,
b) Determinar lafluctuacién poblacional de cicadélidos positivos a fitoplasma asociados a la punta morada de
papay c) Determinar que especies de mal eza aledafiaal cultivo de papa son positivas afitoplasma. Serealizaron
muestreos de chicharritas y maleza cada ocho dias de enero a diciembre de 2004 en Huachichil, Arteaga, Coah.,
México. Para detectar fitoplasmas, se hicieron extracciones de ADN de cada una de |as especies de cicadélidos
y maleza colectadas y se realizaron pruebas de PCR. Se capturaron 53 especies diferentes de cicadélidos,
detectandose fitoplasma en Macrosteles fascifrons, Empoasca fabae, Oncometopia nigricans y una especie
no identificada. L as poblaciones més altas de | os adultos de cicadel lidae en conjunto, se observaron de noviembre
afebrero. Unicamente especies de mal eza: Flourensia cernua (Asteraceae), Partheniumincanum (Asteraceae),
Prunus cercocarpifolia (Rosaceae) y Reseda luteola (Resedaceae), del total de las 22 en donde se capturaron
adultos de cicadélidos resultaron positivas afitoplasma.

Palabras clave: Arvenses, Empoasca fabae, Macrosteles spp., Oncometopia nigricans.
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Introduccién

El cultivo de papaesuno delos mésimportantes de la
Republica Mexicana 'y en los Ultimos afios, se ha visto
muy af ectado por las enfermedades conocidas como punta
morada y bola de hilo, las cuales son ocasionadas por
fitoplasmas (Martinez, 1999), parecidosalos clasificados
como 16Srl y 16Srll (Leeet al., 1998; Leyvay Martinez,
2001). La punta morada se ha constituido en el factor
limitante masimportante, tanto paralaproduccion de papa,
como de semilla (Cadena, 1987). Durante 2003 y 2004,
estaenfermedad afect6 al 100 % delas plantas cultivadas,
en algunas areas productoras de papa, como ocurrid en la
region Sur de Coahuila 'y Nuevo Leon, donde causd
pérdidas millonarias, ya que redujo el rendimiento hasta
en 90 % en algunos lotes, y cuando se logré obtener
cosechas razonables, la calidad de los tubérculos fue
afectada por un manchado interno, ocasionando que las
pérdidas fueran del 100 %. (Flores et al., 2004).

El cultivo de papa es susceptible améas de 300 plagasy
enfermedades; estas Ultimas se pueden propagar por
semilla, suelo, implementos de labranza, insectosy otros
medios (Horton, 1992). Los insectos conocidos como
chicharritas (Cicadellidae) son vectores importantes ya
gue pueden transmitir hasta40 virusdistintosdelasfamilias
Rhabdoviridae y Reoviridae, ademas de un grupo de
geminivirus (Triplehorny Jonson, 2005). Los cicadélidos
son el segundo grupo de insectos vectores de virus
fitopatogenos, después de Aleyrodidae (moscas blancas)
(Metcalf y Flint, 1984). L os géneros masimportantes son
Empoasca, Dalbulus y Dicrella.

El principal vector delapuntamoradaeslachicharrita
Macrosteles fascifrons (Hemiptera: Cicadellidae)
(Triplehorny Jonson, 2005) y otras chicharritas pequefias.
Son insectos saltadores muy comunes, que constituyen un
grupo muy grande de cerca de 2,500 especies
norteamericanas (Lorusy Margery, 1980; Arce, 1996). El
catédlogo cicadoidea de Metcalf enlista 4,378 especies
ubicadas en 591 génerosy 54 subgéneros (Del.ong, 1971).

Desde el punto de vista econémico, a una planta que
esinapropiada se le considera mal eza; ya sea porgue son
toxicas a los animales, desplazan a plantas més Utiles, o
por gue son huéspedes alternos de patdgenos de plantas o
de insectos vectores de enfermedades (Huffaker, 1987).

En la regién productora de papa de Coahuila-Nuevo
Ledn, unade lasmésimportantesen México, se desconoce
que especies de cicadélidos estan presentes, y por |o tanto
no se tiene informacidén acerca de su densidad y
movimiento poblacional, como tampoco de las especies
de mal eza frecuentadas por estos organismos, y especies
de maleza positivas a fitoplasma. Existe informacion de
especies de cicadélidos que han resultado positivas a

fitoplasmas asociados alapuntamorada, que es prudente
confirmar y ademas determinar si otras especies son
positivas a fitoplasma, por lo que los objetivos de este
estudio fueron: a) Detectar especies de cicadélidos
positivos a fitoplasma asociado a la punta morada, en
mal ezaa edafiaa cultivo comercial de papa, b) Determinar
la fluctuacion poblacional de cicadélidos positivos a
fitoplasma asociados a la punta morada de papa y ¢)
Determinar que especies de maleza aledafia al cultivo de
papa son positivas afitoplasma.

Materiales y Métodos

Se realizaron muestreos semanal es durante |os meses
de enero a diciembre de 2004 en maleza aledafia a un
cultivo comercial de papa, en el rancho e Poleo, localizado
en Huachichil, Arteaga, Coah., México. Laidentificacion
delosinsectosserealizd en @ Insectario del Departamento
de Parasitologia Agricola (DPA) de la Universidad
AuténomaAgrariaAntonio Narro (UAAAN).

Muestreo de Cicadélidos

Para muestrear en maleza se utilizé una red
entomol 6gica de golpeo de 30 cm de diametro; en cada
muestreo se consideraron cinco puntos al azar, en un area
de aproximadamente 2 ha, adjunta a un terreno
programado para sembrar papa, dando 20 gol pes en cada
punto, para tener asi un total de 100 golpes cada ocho
dias.

Los insectos colectados, se guardaron en frascos de
plastico de 50 ml, con alcohol etilico a 70 % para su
preservacion; los frascos se etiquetaron y se trasladaron
el mismo diaal insectario del DPA delaUAAAN, parasu
posterior identificacion y para realizar las pruebas de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
correspondientes.

Los insectos colectados en maleza aledafia, primero
fueron separados del total deinsectos capturados en cada
muestreo, posteriormente se identificaron a nivel de
especie, utilizando las claves de Lehr (1988) y Dietrich
(1999).

Muestreo en Maleza

Se colectaron durante todo el afio de muestreo
diferentes especies de maleza aledana al lote de papa,
cada ocho dias se tomaron cinco especies de maleza
diferentesen cinco puntosal azar (donde se muestred para
capturar adultos de cicadélidos), teniendo como criterio
obtener la mayor diversidad posible de maleza. Los
especimenes de maleza colectados, se colocaron en
prensas de madera, para su traslado y secado al
Departamento de Boténica (DB) de la UAAAN. Los
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especimenes de mal eza colectados fueron identificados a
nivel deespecie, por & Dr. José Angel Villarreal Quintanilla,
especialista en taxonomia vegetal y floristica, de la
UAAAN en Sdltillo, Coah., México.

Muestreo para Deteccidon de Fitoplasma

Paraladeteccion de fitoplasmaen mal eza, setomaron
muestrasderaiz, tallo, hojasy floresdelas cinco malezas
muestreadas cada ocho dias. Las muestras se guardaron
en bolsas de plastico transparente de 1 kg de capacidad,
debidamente etiquetadas; posteriormente se colocaron en
unahielera, parasu traslado el mismo diade muestreo, a
laboratorio de Parasitologia Molecular del DPA de la
UAAAN, donde se mantuvieron a-70 °C.

Deteccion de Fitoplasma

Se realizaron pruebas con la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para determinar la
presencia de fitoplasma en adultos de cicadélidos y en
especies de maleza aledafia al cultivo de papa,
respectivamente, paralo cual, primero se llevaron acabo
extracciones de ADN de todas las muestras obtenidas en
campo. Posteriormente se efectud la primera PCR
utilizando las secuencias (5-3") delos oligonucledtidos:
P1 TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC; TINT
AAGAGTTTGSTCCTGGCTCAGGATT. Después se
hizo la segunda reaccién en cadena de la polimerasa,
utilizando las secuencias (5-3") delos oligonucledtidos:
R16mR2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG;
R16mF2 ACGACTGCTGCTAAGACTGG. Para la
amplificacion se utilizd el siguiente programa en el
termociclador: 94 °C durante2min, 94°Cy 55°C por 45s
(35ciclos), 72°C por 2miny 72 °C durante 5 min.

Todos los pasos previamente descritos se realizaron
utilizando el protocolo establecido parala deteccion de
fitoplasmas de Martinez (2000).

Analisis Estadistico

Con € fin de determinar s los factores ambientales,
temperatura maxima, temperatura minima, temperatura
ambientey precipitacion pluvial, tuvieron algin efecto sobre
las poblaciones de cicadélidos, se realizaron andlisis de
regresiones y correlaciones multiples. Por tal efecto, el
promedio de adultos capturados cada ocho dias se
consider6 como la variable dependiente y los cuatro
factores abioticos mencionados como variables
independientes. Se utilizo el paquete estadistico Statistica
de StatSoft para Windows.

Resultados y Discusion
Cicadélidos en Maleza

Se colectaron un total de 1,658 adultos de chicharritas
en maleza aledana a cultivo de papa, de este material
biol 6gico, por comparaciones morfol 6gicas se separaron
53 especies, delas cualesalgunas seidentificaron conlas
claves taxondmicas ya referidas. El Cuadro 1 resume €l
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Figura 1. Fluctuacién poblacional mensual de adultosde
cicadélidos en maleza aledafia al cultivo de papa en
Huachichil, Arteaga, Coah., México durante 2004.

Cuadro 1. Superfamilias, géneros, especies y nimero de adultos de cicadélidos colectados en maleza aledafia a
cultivo de papa de enero adiciembre de 2004 en Huachichil, Arteaga, Coahuila.

Situacion Subfamilia Géneros Especies NUmero de adultos capturados
Maleza Typhlocybinae  Empoasca fabae 66
Deltocephalinae Macrosteles fascifrons 73
Oncometopia  nigricans 54
Sp. 48 13
49 especies 1452
Totdl: 1658
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numero de adultos col ectados en mal ezad edafiaal cultivo
de papa, por génerosy especies.

Las especies positivas a fitoplasma en conjunto
representaron el 12.4 % del total de adultos capturados.
La Figura 1 muestra la fluctuacion poblacional que se
reflejaal considerar el nimero total de capturasde adultos
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Figura?2. Fluctuaci on poblacional de adultosde cicaddlidos
positivosafitoplasmacol ectados en maleza aledafiaapapa
comercia de enero a diciembre de 2004 en Huachichil,
Coah., México.

de las 53 especies atrapadas; se puede apreciar que estos
insectos estuvieron presentes durante todo el afio,
presentédndose picos altos de captura en los meses de
febreroy julio, asi mismo, apartir de octubre hubo también
un crecimiento paulatino, que culminé con e maximo
crecimiento poblacional del afio en el mesdediciembre.

LaFigura 2 muestrala fluctuacion poblacional delas
especies de cicadélidos que resultaron positivas a
fitoplasma. M. fascifrons se detecté en ocho meses (de
febrero a mayo, en agosto y de octubre a diciembre),
aunque en bajos nimeros, siendo en febrero cuando se
capturd el mayor nimero de adultos (27). E. fabae se
registré en la mayoria de los meses (de febrero ajulio y
de septiembre a diciembre) en muy bajas densidades, en
febrero se colect6 el maximo de adultos (14), ademas se
capturaron 12 adultosen losmesesde abril y julio. Polgar
et al. (2002), reportan en Hungriala presencia de adultos
de varias especies de Empoasca sobre papa, a partir de
mayo, alcanzando el méximo poblacional enjulioy agosto.
Emmen et al. (2004), comentan que en Pennsylvania
(USA) e comportamiento de E. fabaeessimilar en alfalfa,
donde las mas altas poblaciones se presentan en julio,
seguidas de pequefias expl osiones pobl acional es durante
agosto.

Cuadro 2. Especies de maleza en las que se capturaron adultos de cicadélidos positivos a fitoplasmay nimero de

individuos en Huachichil, Arteaga, Coah., México.

Familia Maleza M. fascifrons E. fabae O. Nigricans Especie 48
Resedaceae Reseda luteola 6 12 7 0
Poaceae Aristida curvifolia 8 1 0 1
Brassicaceae  Brassica kaber 1 2 0 0
Poaceae Sipa eminens 16 0 0 0
Poaceae Triticum eastivum 28 12 0 0
Asteraceae Brickellia veronicaefolia 1 2 0 0
Brassicaceae  Eruca sativa 5 3 5 0
Liliaceae Asphodelus fistulusus 1 1 2 1
Poaceae Avena sativa 1 2 0 0
Asteraceae Flourencia cernua 0 6 0 0
Asteraceae Gymnosperma glutinosum 0 9 1 0
Asteraceae Hymenoxys odorata 0 5 0 0
Asteraceae Helianthus laciniatus 1 3 2 2
Mentzelia multiflora 0 3 0 0
Rosaceae Pronus cercocorpitelia 0 4 3 0
Asteraceae Viguiera dentata 1 3 22 8
Asteraceae Conyza bonoriensis 0 0 1 0
Lamiaceae Marrubium vulgare 1 0 1 0
Lamiaceae Salvia tiliaefora 0 1 1 0
Lamiaceae Salvia lanceolata 2 0 2 0
Asteraceae Parthenium incanum 0 0 1 0
Asteraceae \erbena ciliata 0 0 1 0
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Se capturaron muy pocos adultos de Oncometopia
nigricans, siendo los meses de agosto y septiembre
cuando se obtuvo el méximo nimero de adultos capturados
(15) y la especie 48 fue en la que el menor nimero de
adultos fueron capturados, con tan solo 8 adultos en €
mes de agosto, y muy pocas capturas en el resto de los
meses.

Figura 3. Especies de cicadélidos positivos afitoplasma
col ectados en mal ezaal edafia acultivo comercial de papa
en Huachichil, Arteaga, Coah. México: M. fascifrons (A);
E. fabae (B) O. nigricans, (C); Especie 48 (D).

Las regresiones y correlaciones multiples realizadas,
indican que paraM. fascifrons no hubo significacion para
los factores abi6ticos considerados, y correlaciones
negativas muy bajas entre dichos factores. Para E. fabae,
seobtuvo unaregresion atamente significativa, de0.005020
con la variable de temperatura ambiente y de 0.007453,
con la variable temperatura minima, sin embargo
presentaron correl aciones negativas muy bajas, debido a
que se presentaron temperaturas muy bajas (abajo de cero),
en el area de trabajo de noviembre hasta abril. Para O.
nigricans no hubo significacion para los factores
considerados, ya que se obtuvieron correlaciones muy
bajas. La especie 48, no identificada hasta el momento,
presentd regresiones no significativas, asi como
correlaciones muy bajas entre dichos factores.

M aleza

Se colectaron 22 especies de maleza en donde se
capturaron adultos de cicadéidos, que resultaron positivos
afitoplasma, siendo Triticum eastivum (Poaceae), donde
se capturd el mayor nimero de adultos con untotal de 40,
deloscuales 28 fueron M. fascifrons. En Viguiera dentata
(Asteraceae) se capturaron 34 adultos, de los cuales 22
pertenecen a O. nigricans.

Hutchison (2002), mencionaque en Minnesota (USA)
anual mente se presentan poblaciones de M quadrilineatus
[= Macrosteles fascifrons (Stal)] que hibernan como
huevecillos en diversas especies de pastosy trigo, 1o cual
concuerda con |o obtenido al respecto en este trabajo.

L os adultos de cicadellidae restantes se capturaron en
las 20 mal ezas, que se mencionan en el Cuadro 2.

Gonzéles (1995) mencionaquel os principalesinsectos
vectores de enfermedades que atacan a cultivo de papa
en Coahuilay Nuevo Leon, son las chicharritasy reporta
como hospederas principales a la gobernadora (Larrea
tridentata), el afilerillo (Erodium cicutarium), el falso
diente de Ledn (Sonchus oleraceus) y el polocotillo
(Helianthus laciniatus); este dltimo se encuentra en el
area de estudio.

Arispe (1995) describe para el Canon de Emiliano
Zapata, Coah., México, 16 especies de mal eza asociados
al cultivo de papa, de las cuales tres estan presentes en
Huachichil, siendo las més abundantes, el polocotillo
(Helianthus laciniatus), la alfombrilla (\erbena ciliata)
y la hierba amargosa (Parthenium hysterophorus).

Deteccion de Fitoplasmas

Con latécnicade reaccién en cadenade la polimerasa
(PCR), se detect6 la presencia de fitoplasmas en adultos
de M. fascifrons, E. fabae, O. nigricansy la especie 48
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(Figura3), utilizando losiniciadores P1/Tint en el primer
ciclodeamplificaciony losiniciadores R16mR2/R16mF2
durante la segundareaccion (Figura4). Lee et al. (2003),
identificaron a insectos vectores de fitoplasma en
zanahoria, siendo M. fascifrons uno de los més
importantes vectores en Texas (USA).

Beanland et al. (1999) reportaron aM. fascifrons como
vector defitoplasmas en lechuga, siendo las hembrasméas
eficientes en latransmision quelos machos.

Se han mencionado algunas especies del género
Macrosteles como vectoras de fitoplasmas como es el
caso de M. quadripunctulatus que ocasiona el
amarillamiento en el crisantemo (Marzachi y Bosco, 2005),
gue también es reportada como vectora de fitoplasmas en
localidadesvifierasde Italia(Mazzoni et al ., 2001).

Almeydaet al. (2004), reportaron a género Empoasca,
asociado a la punta morada de la papa en los estados de
Coahuila, Guangjuato, Edo. de México, Nuevo Leon. y
Tlaxcala.

Este trabajo reporta por primera vez a O. nigricans
como vector de fitoplasmaasociado ala puntamorada; €l
género Oncometopia sblo se habiareportado como vector
de la bacteria causal de la clorosis colorida en citricos,
enfermedad reportada en Brasil (Milanez et al., 2003).

Se determind la presencia de fitoplasmas en cuatro
especies de maleza donde se capturaron adultos de
cicadélidos, siendo estas Fluorensia cernua, Parthenium
incanum, Prunus cercocarpifolia y Reseda luteola
(Figura 5). Aunque se capturaron muy pocos adultos de
chicharritas en estas especies de maleza, éstas tienen el
potencial paratransmitir la enfermedad amuchas plantas
de papa.

Lee et al. (2001) mencionan que la maleza Brassica
oleraceaeresulté positivaal fitoplasmadel amarillamiento

123456789M

Figura4. Amplificacion de secuenciasdeADN especificas
afitoplasmade puntamoradadelapapa. Carriles: 1 Testigo
negativo (Aguadesionizadaestéril); 2 Especiedecicaddido
No. 48 (Positivo); 3-4 cicadélidos negativos; 5
Oncometopia nigricans (Positivo); 6 Empoasca fabae
(Positivo); 7 cicadélido negativo; 8 Macrostel esfascifrons
(Positivo); 9 Testigo positivo (B. cockerelli) y M marcador
de peso molecular 1kb.
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Figura 5. Amplificacién de secuencias de ADN
especificas a fitoplasma de punta morada de la papa.
Carriles: 1 Testigo negativo (Agua desionizada estéril); 2
Viguiera dentata (Negativa); 3 Prunus cercocarpifolia
(Positiva); 4 Flourensia cernua (Positiva); 5 Parthenium
incanum (Positiva); 6 Reseda luteola (Positiva); 7 Testigo
positivo (B. cockerelli) y M marcador de peso molecular
1kb.

del aster en el sureste de Texas, y Almeydaet al. (2004),
reportan a Helianthus annum, como posible hospedero
aternante del agente causal delapuntamoradade lapapa.

Conclusiones

Se detectaron cuatro especies de cicadélidos positivos
a fitoplasma asociado a la punta morada de la papa: M.
fascifrons, E. fabae, O. nigricans y la especie 48. E.
fabae y M. fascifrons se encontraron en la mayoria de
los meses, presenténdose en febrero el maximo nimero
de adultos para estas dos especies. O. nigricans se
encontro en siete meses, delos cualesagosto y septiembre
fueron los meses de méximas capturasy laespecie 48 fue
capturada en bajos nimeros, siendo el mes de septiembre,
cuando se presento la poblacion més alta. De las 22
especies de maleza donde se colectaron adultos de
cicadélidos positivos, Flourensia cernua, Parthenium
incanum, Prunus cercocarpifolia y Reseda luteola
resultaron positivas afitoplasma.

Literatura Citada

Almeyda, I. L., J. S. Sdnchez y J. T. Garzdn. 2004.
Deteccion molecular de fitoplasmas en papa. pp. 4-11.
In: Memorias simposio punta morada de la papa.
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.
Buenavista, Sdltillo, Coah. México.

Arce, F. A. 1996. El cultivo delapatata. Ediciones Mundi-
Prensa. Madrid. Espaiia. pp. 171-172.

Arispe, A. J. 1995. Malezas asociadas al cultivo de lapapa
Solanum tuberosum L. hospederas de insectos
transmisores de enfermedades en Coahuilay Nuevo
Leon. Tesis de Licenciatura. Universidad Autonoma

36



Revista Agraria -Nueva Epoca- Afio IV - Vol. 4 - Nos. 1, 2, 3 - Enero - Diciembre 2007

Agraria Antonio Narro. Buenavista, Saltillo, Coah.
Meéxico. pp. 34-59.

Beanland, L., C. W. Hoy., S. A. Miller and L. R. Naullt.
1999. L eafhopper (Homoptera: Cicadellidae) transmis-
sion of aster yellows phytoplasma: Does gender mat-
ter? Environ. Entomol. 28(6): 1101-1106.

Cadena, M. A. 1987. Efecto de genotipos de plantas,
aplicacionesde antibi6ticos einsecticidas en el control
delapuntamoradade lapapa. Agric. Téc. Méx. 13:3-
13.

Delong, D. M. 1971. The bionomicsof |eafhoppers. Annu.
Rev. Entomol. 16: 179-183.

Dietrich, C. H. 1999. Key to the family group taxa of
Cicadellidae. lllinois Natural History Survey. 28(10):
5-93.

Emmen, D. A., S. J. Fleischer and A. Hower. 2004. Tem-
poral and spatial dynamics of Empoasca fabae (Har-
ris) (Homoptera: Cicadellidae) in alfalfa. Environ.
Entomol. 33(4): 890-899.

Flores, O. A., N. I. Aleman y Z. M. Notario. 2004.
Alternativas para el manejo de la punta morada de la
papa. En memorias simposio puntamoradade lapapa.
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro.
Buenavista, Sdtillo, Coah., México. pp. 40-64.

Gonzales, R. A. 1995. Diversidad y dinamica de los
insectos vectores de enfermedades del cultivo de la
papaen Coahuilay Nuevo Ledn. En memorias. Trabajos
presentadosen e VI Congreso Nacional de Productores
de papa. Saltillo, Coah., México. 104 p.

Horton, D. 1992. Lapapa: produccion, comercializaciony
programas. Publicacion del Centrointernacional dela
papa (CIP). Lima Pera. Editorial Hemisferio Sur.
Montevideo, Uruguay. pp. 1-42.

Huffaker, C. B. 1987. Fundamentosdel control biolgico
demalas hierbas. En Control biol6gico delas plagasde
insectosy malas hierbas. Compafiiaeditorial Continen-
tal, S. A. De C. V. 108 impresion. México D. F. pp.
740-756.

Hutchinson, B. 2002. Potato or Aster Leafhopper. Minne-
sota Vegetable IPM Newsletter. (4): 1.

Lee, I. M., D. E. Gunderson and A. Bertaccini. 1998.
Phytoplasma: Ecology and genomic diversity. Sympo-
sium. New perspectives on phytopathogenic Mollicutes.
Phytopatol . 88:1350-1366.

Lee |I. M., R. A. Dane,, M. C. Black and N. Troxclair.
2001. First report of an aster yellows phytoplasma as-
sociated with cabbage in southern Texas. Plant Dis.

85:447.

Lee |I. M., M. Martin., K. D. Bottner and R. A. Dane.
2003. Ecological implicationsfromamolecular analy-
sis of phytoplasmas involved in an aster yellows epi-
demicin various cropsin Texas.

Lehr, P A. 1988. Keysto theinsects of the far east of the
USSR. pp. 32. In: six Volumes. Vol. II. Homoptera
and Heteroptera. L eningrad, Nauka Publishing House.

Leyva, L. N y J. S. Martinez. 2001. Deteccion,
caracterizacion y aspectos ecol 6gicos de fitoplasmas
asociados a enfermedades de la papa. Memorias del
XXVIII Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana
de Fitopatologia. Querétaro, Qro., México. Resumen
F-18.

Lorus, M and M. Margery. 1980. Field guide to North
Americaninsects and spiders. National Audubon Soci-
ety. Alfred A. Knopf, New York. p.499.

Martinez, S. J. P, 1999, La punta morada de la papa | X
Congreso Nacional de Productores de papa, Memorias,
Ledn Gto., México.

Martinez, J. S. 2000. Curso Biotecnologia. Técnicas de
extraccion de ADN y PCR. Departamento de
ParasitologiaAgricola. Universidad AutbnomaAgraria
Antonio Narro. Saltillo, Coah., México.

Marzachi, C.y D. Bosco. 2005. Relative quantification of
chrysanthemum yellows (16Sr 1) phytoplasma in its
plant and insect host using real-time polymerase Chain
reaction. Mol. Biotechnol: 30(2): 117-128.

Mazzoni, V., F. Cosci., A. Lucchi and L. Santini. 2001.
L eafhoppers and Planthoppersvectorsin Ligurian and
Tuscan vineyards. Bulletin OILB/SROP, 2001. 24(7):
263-266.

Metcalf, C. L y W. P. Flint. 1984. Insectos destructivos e
insectos Utiles, sus costumbresy control. 42Edic. Edit.
Continental , México. 1208 p.

Milanez, J. M., J. R. Parra,, I. A. Custédio., D. C. Magri.,
C. Ceraand J. R. Lopes. 2003. Feeding and survival
of citrus sharpshooters (Hemiptera: Cicadellidae) on
host plants. Florida Entomol ogist 86(2): 154-157.

Polgar, A., G Kuroli and A. Orosz. 2002. Individual num-
ber change of Empoasca spp. Cicadas especies in
potato. Universiteit Gent 67(3): 547-556.

StatSoft, 2005. StatSoft |ogo, Statistica, Sewss Sedas, Data
Miner, Sepath and G. Trees.

Triplehorn, C. H and Jonson N. F. 2005. Borror and
Del ong’sintroduction to the study of insects. Seventh
edition. Thomson books/cole. pp. 268-332.

37



Revista Agraria -Nueva Epoca- Afio IV - Vol. 4 - Nos. 1, 2, 3 - Enero - Diciembre 2007

Distribucion Asintéticadela Tasa de Cobertura en
un Modeao de Secuenciacion Gendmica

GerardoAntonioAlvarado Esquivel* y Rolando Cavazos Cadena

Departamento de Estadisticay Cal culo, Universidad AuténomaAgrariaAntonio Narro. Buenavista. 25315. Sdltillo,
Coah., México. Tel.: (844)4110334, 4110334 Fax: (844)4110228. E-mail: alvareski @yahoo.com.mx (* Autor

responsable).

Abstract

Starting from amodel of genomic sequencing, it isdemonstrated that the asymptotic distribution of the coverage
rate is normal and, on the basis of this, a credibility interval is established, in which the analyzed proportion of

nucleotidesislocated.

K ey wor ds: Whole genom shotgun sequencing, coverage, Bernoulli process, interval of credibility

Resumen

A partir de un modelo de secuenciacion gendémica, se demostrd que la distribucion asintética de la tasa de
coberturaes normal y en base a esto se establecié un intervalo de credibilidad en el cual se ubicala proporcion

analizada de nucledtidos.

Palabrasclave: Secuenciacidn genémicatotal, cobertura, proceso de Bernoulli, intervalo de credibilidad

Introduccion

L asecuenciacién gendmicaes unatécnicaqgue consiste
en descifrar el orden delos nucledtidos del genomade un
organismo en particular, y hatenido una gran relevancia
enlos Ultimos afios pues se ha utilizado para secuenciar el
genoma de diferentes especies, incluyendo lahumana.

En este trabaj o se utilizaun model o de estatécnicacon
lafinalidad de estudiar el comportamiento asintético de
una variable denominada tasa de cobertura, la cua esun
indicador de la eficiencia de la técnica. El objetivo es
demostrar que estavariable se distribuye asintéticamente
normal y, en base a esto, construir un intervalo de
credibilidad. Cabe destacar quelaprincipal diferenciaentre
el enfoque de este trabgjo y el modelo cominmente
estudiado, por ejemplo en Ewensy Grant (2005), es que
en la literatura se utiliza la aproximacion de Poisson a
procesos de Bernoulli, mientras que en e desarrollo de
este trabajo se emplea directamente un proceso de
Bernoulli.

El Modelo
El genoma se puede establ ecer como unasucesion G

cuyas componentes W, pertenecen aun conjunto finito.

Endonde B estaconstituido por losnuclettidosA, G Cy
T (De acuerdo a la inicial de la base nitrogenada que
poseen: adenina, guanina, citosina, y timina,
respectivamente), mientrasque g eslalongitudde G, es
decir el nimero de nucledtidos que constituyen el genoma.

Bajo este modelo, se asume ala sucesién G como una
muestraal eatoria (con sustitucién) del conjunto B.

La técnica de Secuenciacion Gendémica Total (whole
genome shotgun) consiste en fragmentar varias copias
del genomay de los fragmentos generados, se selecciona
una muestra de fragmentos constituidos por L bases.
Posteriormente los fragmentos seleccionados son
secuenciados y ensamblados en bloques de acuerdo ala
similitud de sus extremos. A partir de los bloques se
determinala secuenciadel genoma.

El model o de fragmentaci 6n tiene como componentes
basicas: un parametro de longitud y una sucesién de

variables aleatorias {X n } con las siguientes propi edades
X Xy Xy , son independientes
X, ~ Ber(p) paratodo i 2

Endonde p~m/g y m esel nimero de fragmentos

secuenciados, es decir que el parametro es proporcional
al tamano de la muestra.
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Enlaexpresion (2), Ber(p), denotaaladistribucion

Bernoulli con pardmetro, de manera que para cada i =
123,..

PX, 1] p=1-P[X, =0

Conrelacion a genoma G en (1), lainterpretacion de
X, eslasiguiente: Si X, =1, entonces el fragmento que
iniciaenlaposicioni del genomay se prolonga L unidades
esanalizado y secuenciado, mientrasquesi X, =0, no se

analizafragmento alguno cuyo extremoizquierdo sealai-
ésima posicién. De esta manera es natural asociar con
cada variable aleatoria un segmento de los nUmeros
natural es como se hace en lasiguiente definicion.

Definicion 1. Paracadak = 1,2,3,..., e segmento |,
de nimeros natural es esta definido mediante.

Il =[k k+L),s X, =1.
I, =0,s X, =0.

La variable de estudio en este trabagjo es |la tasa de
cobertura, lacual serefierealaproporcion de posiciones
del genomaque son efectivamente analizadasen el proceso
de secuenciacién. Esta variable se expresa en términos
de variables de cobertura, ambas se definen a
continuacion.

Definicion 2. Las variables de cobertura Y,,Y,, Y;,...

se definen parai = 1,2,3,..., como: Y,

' =1,siiel,,s
paraagun k

Y, =0,si¢l, paratodo k

Definicion 3. Para cada entero positivo, |la tasa de
cobertura hasta la posicion n se denota mediante o, y

1 n
se define mediante & = HZYk
k=1

A continuacidon se enunciaran dos lemas que son
importantes en el andlisis subsecuente. En €l lema 1 se
enumeran las propiedades de | as variables de cobertura.,
en el lema 2 se establece el comportamiento limite de la
varianza de la tasa de cobertura.

Lema 1°
(i) Paracada j < PlY, =1]=1-(1-p) estoes Y,~
Ber (1-(1- p)')

(i) Paracada j>L P[Y, =1]=1-(1-p)" estoes~
(iit) Para

(iv) Para parai , j enterospositivos. S | > i+L.
Entonces |os vectores (Y,,Y,,......,Y,) ¥

(v) Dos vectores (Yi'Yi e Yo g ) y

(Y, Y, 1,0eeeesY,.4 ) sONidénticamente diistribuidos:
cud j>LYy j=i+d+L

(YJ. B ST IV ) son independientes

Lema 2 Paracada n > | definalo siguiente

SV, vi= diy(d)

o1

a, =—
Nzt de—L
endonde y(d) = (1- p)11- p)* -1~ p)* s
d<L y(d)=0s |d>L
L
En este caso %LTnvar[an]: ZV(d):V
d—L

Distribucion Limite

Unasucesion {W, } devariablesaleatorias converge
en distribucion a la distribucion normal con media O y

varianza v denotada por N(O, v) , S paratodo x e R
lim P|W, < x]=d(x/v) 3)
donde ®(x/v)= jfl %X es 1a funcion de
“ A2
distribucion normal estandar. Cuando (3) ocurre paratodo
. d
xe R , seescribe {w | N(0,v)-

El resultado central de este trabajo se formula a
continuacion.

Teorema 1. Conforme n — o«

In (o, - d )l N(O,v)

El instrumento bésico para establecer este resultado
es el siguiente teorema clasico, conocido como Teorema
Central del Limite, cuyademostracion puede encontrarse,
por ejemplo en (Lange, 2003).
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Teorema 2. Sean T,,T,,T;,.......

independi entes e idénti camente di stribuidas con media 1
y varianza v . En estas circunstancias

ﬁ(iz T, - #j—i N( 0,v)

i=1

variables aleatorias

Esteteoremano puede ser utilizado directamente para
obtener el Teorema 1, debido a que como lo establece €

Lema 1, las variables de cobertura Y, no son

idénticamente distribuidas y ain més importante no son
independientes, como lo demuestra el hecho que la

covarianza entre dos variables distintas Y; y Y; no son

necesariamente 0. La estrategia para demostrar el
Teorema 1 usard el Teorema Central del Limite después
de hacer las adecuaci ones necesarias. El punto de partida
esintroducir lassiguientesvariables al eatorias auxiliares.

Definicion 4. Sea r un entero positivo fijo, para k =
1,2,3,...... defina

1 (k-1) r+1)L+L
o=~ DY

|
L i (k-1) (r+1) L+ 1

k(r+1)L
1 ZY

[
L i = (k-1)(r+1)L+L+1

b =

(4)

Conesto sedividealasvariables de coberturaen grupos
sucesivosdetamafio (r + 1). Después de formar [osgrupos,
el promedio de las primeras L variables se usa para

construir 8, , mientrasque el promedio delasrestantesL r
variables genera f3, . Note que para cada j <k, las

variables de cobertura involucradas en el promedio f3,
tienen indice que supera en, por 1o menos, L unidades al

indice de cualquier variable aleatoria Y, que aparece en
el promedio 3,y a partir del lema 1(iv) se desprende

que S, f,, Bsi ... son independientes, mientras que la

parte (v) del mismolemaimplicaque estasvariablestienen
lamismadistribucion. Similarmente, puede establecerse

que las variables 6, son independientes. Estas

conclusiones se establecen formalmente en el siguiente
lema.

Lema 3. Con lanotacion en ladefinicidon 3.5.1
(i) 8,, 6,, 05 , ... sonindependientes
i) B, B, Bs. ... sonindependientes eidénticamente
distribuidas
Lema 4. Para cada n>2(r+1)L, /nlo,-a’] se
representa como-/nla, - o' |= Z, + D, + R,
Endonde ¢ = 1-(1- p)"ylasvariablesdel lado derecho
satisfacen las siguientes propiedades
Q) [R,[<(r+2)L//n

L
ii = Var(D,|<——=
(i) E[Dn]—Oy [D,] (r+1)
.- d !
(i) 7, SN(©,,) ¥ 7 = + DL Var oy, |

El siguiente lema es la Ultima etapa antes de la
demostracion del Teorema 1.

Lema 5. Dado ¢ € (0,1) seantal que
r+2)L)
”>((+g)) )

y ﬁ[an -a*]zzn +D,+R, .Enestecaso, las
siguientes desigual dades son validas:

. 1
P[ﬁ[an -a ]S X]S P[Zn <X+ 28]+(I’+l)82 (6)

* 1
Pl/nlo, —a'|< x]> P[z, < x+ 28]_(I’+1)82 @

Demostracion. Como punto de partida note que (5)
implicaque (r + 2)L/-/n<¢

de donde se desprende que |R (< & ©)
Y dado que x e R , observe que

ﬁ[an —a*]SxQZn+Dn < x-R,

=7Z,+D, < X +¢

n =

donde se utilizd (8) paraestablecer laimplicacion. Por lo tanto

[ﬁ[an —a*]s X]C [z, +D, <

[z, +D, <

X +¢]

x +¢, D <¢e|ulz, +D, <

n =

X +¢&,

0> ¢]

h <
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=[z,< x +¢-D,, |D,/<&]u[D,|>¢]
C[Zné X +e+e, ‘Dn‘ég]u[‘Dnbg]
C[ZnS X + 2¢, ]UHDH‘>5]
Por lo tanto
Pl/nfe, —a']< x|< Pz, < x +2¢, ]+ P[ID,|> ¢]
Observe que ladesigualdad de Chebichevy e Lema4 (ii) implican que
Var[D, ]
& (e O
y combinando éstas dos Ultimas rel aciones se obtiene
L
(r +1e?
estableciendo (6). El argumento parademostrar (7) es similar. Note que a partir de (8) se obtiene:
Z, < X—-2 =7, +R < X —¢.Porlotanto
[2,< x —2¢]c[z,+R, < x —¢]
:[ZH+R]£ X —g+Dn]

P, > o]

P[ﬁ[an—a*]s X]S Pz, < x+2¢ |+

-[z,+R +D,< x -¢+D,, |D/<¢]ulz,+R,+D, < x —¢+D,, |D,|>¢]
c|z,+R +D, < x, D|<¢]u[D|>¢]

c[z,+R,+D, < x]u[|D,|>¢]

Por lotanto [Z, < x — 2] /nfa, —a" < x]u[\Dn\ > €]

y entonces via \m[an -a*]: Z,+D, + R, sedesprende que

Pz, < x —2¢]< P[/n[a, —a” < x]|+ P[|D,| > £]

y empleando (9)

1

Pl/nla, ~a']< x]2 Plz, < X—ZS]—W

Demostracion del Teorema
Dado ¢ < (0,1) sea n tal que n> (r + 2)*L? / &2, de maneraque |as desigualdades (6) y (7) en el Lema5 son
validas. Tomando como limite conforme n tiende a oo en las mencionadas desigual dades, se desprende que

limP[z, < x—zg]—(rfi)g2 < lim Pl/nfe, —o' | < %]

limP[/nle, ~a’'|< X< limP[Z, < x+ 2¢]+

n—oo

(r +1)s?
Recordando que Z, _d> N(0,z,) . Por e Lema4 (iii), setiene que

limP[Z, < x+2¢]—> O((x+¢)/z,)

n—o

y sSimilarmente L'_TO P[Z, <x-2s]> ®((x-¢)/7,). Por lotanto:
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. * C
aez < dmPlinle - le] <o) ) T

o((x-2)/z,)-

(10)

Por otro lado de acuerdo a Lema 2 r!'i[]on Var [a'n]: V de manera que
(r+1DLVar [a'(wl),_]: VST — oo,
de manera que a partir de laférmula para 7, se desprende que !'_[Q T, =V,
Combinando este hecho con la continuidad de CD() después de tomar el limite cuando r tiende a oo en (10) se
ovtieneque P(x—¢)/z, )< limPLlnfo, o' <3| <d((x+e)s,).
Y tomando €l [imite en éstarelacion conforme ¢ tiende a cero por laderecha, se arribaa
®(x/v)<  lim PL/nfa, —a' < x| <@(xv) demaneracue /u o, - |5 Mo

A partir del Teorema 1 se establece el siguiente interval o de credibilidad para la tasa de cobertura. Denotando a

Z.;, como el percentil derecho de orden ¢/2 para la distribucion normal estandar, se tiene que para‘ n grande’,
P[— VZy, < ﬁ[an —a ]S vzc/z]z @(vzc/z/v) - 45(— vzc/z/v) =1-¢

Conclusiones

Latasa de cobertura ¢, estandarizada, se distribuye asint6ticamente normal, y como €l tamafio del genoma es

grande, setiene que a4 se ubica, con probabilidad aproximadamentel-c, dentro del intervalo a + VZ, / @ .

Como seindico anteriormente, el pardmetro p es proporcional a nimero de fragmentos secuenciadosen latécnica,
por lo tanto esteintervalo indicalos val ores entre los que se ubicala proporcion de nucledtidos analizados en funcién
del tamafio de la muestra de fragmentos secuenciados
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