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RESUMEN GENERAL

DIAGNOSTICO Y MANEJO INTEGRADO DE Squash leaf curl virus Y
Sclerotium rolfsii EN Cucurbita spp.

El monitoreo y diagnostico correcto de plagas y patégenos que causan
enfermedades en plantas, son factores clave para disefiar y planificar un
manejo integrado. Esta investigacion tuvo como objetivos i) identificar la
especie de mosca blanca vector de virus, ii) diagnosticar con técnicas
moleculares, de patogenicidad y filogenia al virus asociado al rizado de la hoja
de calabaza, al vector y a la maleza Proboscidea louisianica, iii) estudiar la
transmision y patogenicidad del virus en calabaza, iv) conocer la incidencia de
mosca blanca en el cultivo, v) evaluar el efecto de diferentes grupos de
insecticidas sobre mosca blanca, incidencia y severidad de virosis en los
genotipos Depredador y Grey Zucchini en dos afios de cultivo, vi) identificar
al agente causal de la pudricion de frutos en calabaza, evaluar in vitro y en
campo cepas de Trichoderma spp. y fungicidas durante dos ciclos
consecutivos de cultivo. Los resultados del presente estudio fueron la
identificacion del vector de virus Bemisia tabaci. Los analisis moleculares y
filogenia corroboraron que el begomovirus Squash leaf curl virus (SLCV)
estuvo presente en B. tabaci, cultivo de calabaza y el reservorio natural P.
louisianica. B. tabaci transmite SLCV el cual induce retraso del crecimiento y
enrollamiento severo de hojas en calabaza. La incidencia de B. tabaci se
manifesté durante toda la fenologia del cultivo y se relacioné con la
temperatura. Durante 2014 y 2015, en los genotipos Depredador y Grey
Zucchini, la aplicacion de insecticidas del grupo neonicotinoides, botanicos,
aceites parafinicos, cetoenoles y piretroides, solos y mezclados afectaron
adultos y ninfas de B. tabaci, provocando menor incidencia y severidad de
virosis. La morfologia, patogenicidad y secuenciacion, permitieron identificar a
Sclerotium rolfsii, causante de pudricion de frutos de calabaza. Trichodera
virens G-41, T. asperellum CSAEGro-1, metalaxil, pyraclostrobin, quintozeno,
cyprodinil + fludioxonil y procloraz, presentaron efecto fungicida in vitro sobre
el patégeno. En campo, T. asperellum CSAEGro-1 + metalaxil y T. asperellum
+ cyprodinil + fludioxonil, protegieron la sanidad de frutos e incrementaron el
rendimiento de semilla.

Palabras clave: Cucurbita, identificacion, begomovirus, Bemisia tabaci,
hongo, pudricion, control.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Universidad Autonoma Chapingo.
Autor: José Francisco Diaz-Najera.
Director de tesis: Dr. Jaime Sahagun-Castellanos.



GENERAL ABSTRACT

DIAGNOSIS AND INTEGRATED MANAGEMENT OF Squash leaf curl
virus AND Sclerotium rolfsii IN Cucurbita spp.

The correct monitoring and diagnosis of pests and pathogens that cause
diseases in plants are key factors to design and plan integrated management.
This research aimed to i) identify the species of whitefly virus vector, ii)
diagnose with molecular techniques, pathogenicity and phylogeny the virus
associated with the curling of the pumpkin leaf, the vector and the weeds
Proboscidea louisianica, iii) study the transmission and pathogenicity of the
virus in pumpkin, iv) know the incidence of whitefly in the crop, v) evaluate the
effect of different groups of insecticides on whitefly, incidence and severity of
virosis in the genotypes Depredator and Gray Zucchini in two years of crop, vi)
identify the causal agent of fruit rot in squash, evaluate in vitro and in field
strains of Trichoderma spp. and fungicides during two consecutive cycles. The
results of the present study was the identification of the Bemisia tabaci virus
vector. Molecular analysis and phylogeny corroborated that the Squash leaf
curl virus begomovirus (SLCV) was present in B. tabaci, pumpkin culture and
the P. louisianica natural reservoir. B. tabaci transmits SLCV which induces
growth retardation and severe leaf curl in pumpkin. The incidence of B. tabaci
was manifested throughout the crop phenology and was related to
temperature. During 2014 and 2015, in the genotypes Depredator and Gray
Zucchini, the application of insecticides of the group neonicotinoides,
botanicals, paraffinic oils, ketoenols and pyrethroids, alone and mixed affected
adults and nymphs of B. tabaci, causing lower incidence and severity of virosis.
The morphology, pathogenicity and sequencing allowed identifying Sclerotium
rolfsii, which causes rotting of pumpkin fruits. Trichodera virens G-41, T.
asperellum CSAEGro-1, metalaxyl, pyraclostrobin, quintozene, cyprodinil +
fludioxonil and prochloraz, presented an in vitro fungicide effect on the
pathogen. In the field, T. asperellum CSAEGro-1 + metalaxil and T. asperellum
+ cyprodinil + fludioxonil, protected fruit health and increased seed yield.

Keywords: Cucurbita, identification, begomovirus, Bemisia tabaci, fungus, rot,
control.

Thesis: Doctor of Science in Horticulture, Universidad Autonoma Chapingo.
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CAPITULOI.

SQUASH LEAF CURL VIRUS EN CALABAZA: DIAGNOSTICO, DINAMICA
POBLACIONAL DEL VECTOR Y DISTRIBUCION ESPACIO-TEMPORAL DEL
VIRUS

José F. Diaz-Najera
RESUMEN

El género begomovirus causa pérdidas significativas en las cucurbitaceas. Es
transmitido por la mosquita blanca, Bemisia tabaci Genn. Para disefiar un plan
de manejo de este insecto-vector es importante tener un diagnéstico preciso de
los virus, y conocer la dinamica poblacional, espacial y temporal del vector para
entender laincidencia y severidad de virosis en campo. Los objetivos del presente
estudio fueron: i) conocer la etiologia de la enfermedad del virus rizado de la hoja
de calabaza, ii) estudiar la dindmica de poblacién, comparando la efectividad de
trampas amarillas pegajosas contra charolas amarillas y determinar el efecto del
sitio de ubicacion de las trampas, en el monitoreo de B. tabaci durante el ciclo de
cultivo, y iii) estudiar la distribucion espacio-temporal y severidad de virosis en
calabaza. El presente estudio se realiz6 en un lote experimental de 2,880 m?
cultivado con calabacita (Cucurbita pepo L.) var. Gray Zucchini, establecido en el
campo experimental del Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero.
Se colectaron muestras de hojas con sintomas de virosis para la extraccion del
ADN vy realizar la reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR), con los
oligonucledtidos genéricos para begomovirus, y después de la secuenciacion de
productos de PCR, se realiz6 un analisis filogenético. También se llevo a cabo
una prueba de transmisién del virus encontrado mediante mosquita blanca en
calabacita en condiciones controladas. La dinamica poblacional de B. tabaci se
determind utilizando trampas amarilla pegajosa y charola amarilla con agua que
se distribuyeron en el lote experimental. La severidad de virosis se midié con una
escala visual basada en la sintomatologia, y se obtuvo el porcentaje de severidad

calculando el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE). El
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analisis de PCR, la secuenciacion y la filogenia, revelaron que las muestras de
hojas con sintomas de virosis obtenidas en el Valle de Cocula, Guerrero México,
estaban infectados con el Squash Leaf Curl Virus (SLCV) (accesion KX620945.1
DAAV-1). Este es transmitido por B. tabaci e induce retraso grave del crecimiento
y severo enrollamiento de hojas de las plantas de calabaza. El tipo de trampa y
la fecha de muestreo influyen en la dindmica poblacional de B. tabaci. La trampa
pegajosa fue mas efectiva que la de charola con agua, para medir la fluctuacién
poblacional del vector. El sitio de ubicacién de la trampa no influyé en el
monitoreo del insecto. La incidencia de B. tabaci se manifest6 en todas las etapas
fenoldgicas del cultivo y se relacion6 con la temperatura. La severidad de SLCV

exhibié una tendencia creciente y se asoci6 con la temperatura.

Palabras clave: Geminivirus, Cucurbita pepo, Bemisia tabaci, severidad.



SQUASH LEAF CURL VIRUS IN PUMPKIN: DIAGNOSIS, VECTOR
POPULATION DYNAMICS AND SPACE-TEMPORAL DISTRIBUTION OF
VIRUS

José F. Diaz-N§jera
ABSTRACT

The genus begomovirus causes significant losses in cucurbits. It is transmitted by
the white fly, Bemisia tabaci Genn. To design a management plan for this insect-
vector it is important to have an accurate diagnosis of the viruses, and to know
the population, spatial and temporal dynamics of the vector to understand the
incidence and severity of virus in the field. The objectives of the present study
were: i) to know the etiology of the curly virus disease of the zucchini leaf, ii) to
define the population dynamics, comparing the effectiveness of sticky yellow traps
against yellow trays and to determine the effect of the site of location of the traps,
in the monitoring of B. tabaci during the cultivation cycle, and iii) studying the
spatio-temporal distribution and severity of virosis in squash. The present study
was carried out in an experimental plot of 2,880 m? cultivated with zucchini
(Cucurbita pepo L.) var. Gray Zucchini, established in the experimental field of the
Higher Agricultural College of the of Guerrero State. Leaf samples with virosis
symptoms were collected for DNA extraction and polymerase chain reaction
(PCR), with the generic oligonucleotides for begomovirus, and after the
sequencing of PCR products, a phylogenetic analysis was performed. A test for
the transmission of the virus found by whitefly in zucchini under controlled
conditions was also carried out. The population dynamics of B. tabaci was
determined using sticky yellow traps and yellow tray with water which were
distributed in the experimental lot. The severity of virosis was measured with a
visual scale based on the symptomatology, and the percentage of severity was
obtained by calculating the area under the curve of the progress of the disease
(ABCPE). PCR analysis, sequencing and phylogeny, revealed that leaf samples
with symptoms of virosis obtained in the Cocula Valley, Guerrero, Mexico, were
infected with the Squash Leaf Curl Virus (SLCV) (accession KX620945.1 DAAV-



1). Itis transmitted by B. tabaci and induces severe growth decrease and severe
leaf curl of pumpkin plants. The type of trap and the date of sampling influence
the population dynamics of B. tabaci. The sticky trap was more effective than the
tray with water, to measure the population fluctuation of the vector. The location
site of the trap did not influence the monitoring of the insect. The incidence of B.
tabaci was manifested in all the phenological stages of the crop and was related
to temperature. The severity of SLCV exhibited an increasing trend and was

associated with temperature.

Key words: Geminivirus, Cucurbita pepo, Bemisia tabaci, severity.

INTRODUCCION

La familia Cucurbitaceae comprende muchos cultivos, incluidos pepinos,
calabazas, luffas, melones y sandias (Pessarakli, 2016). Las calabacines y
calabazas (Cucurbita spp. fam. Cucurbitaceae) son las principales especies
horticolas que se cultivan desde regiones frescas hasta tropicales. La especie
Cucurbita pepo es de las mas ampliamente cultivadas, tiene un alto impacto
econdmico y se consume principalmente como verdura fresca porque el fruto es
de alto valor nutritivo. Ademas en algunos lugares se aprovecha para decoracion.
Las semillas se consumen en algunas regiones y producen aceite que es
altamente valorado en Europa central (Paris et al., 2012; Paris y Maynard, 2008).
Existen plagas y enfermedades que afectan significativamente el rendimiento y
la calidad del fruto de calabaza. Entre estas enfermedades, las virales son las
mas importantes, porque causan fuertes pérdidas econémicas. Hay mas de 35
virus que se han identificado en plantas de la familia Cucurbitaceae (Ozaslan et
al., 2006).

Los geminivirus (familia Geminiviridae) son virus con un genoma de ADN
monocatenario circular encapsulado dentro de particulas isométricas herméticas.

Se agrupan en los géneros: Becurtovirus, Begomovirus, Capulovirus, Curtovirus,
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Eragrovirus, Grablovirus, Mastrevirus, Topucovirus y Turncurtovirus. Los criterios
de delimitacion incluyen el vector, el rango del huésped y la organizacion del

genoma (Brown et al., 2012; Varsani et al., 2017).

Los miembros del género begomovirus, transmitidos por mosquitas blancas,
tienen genomas con componentes simples o bipartitos (ADNs A y B) e infectan
plantas dicotiledoneas. EI ADN A codifica la proteina de la cubierta (AV1), asi
como las proteinas requeridas para la replicacion (AC1), la regulacion de genes
(AC2) y la mejora de la replicacion (AC3). EIl ADN B es esencial para la
produccion de sintomas de enfermedades, pero no tiene ningun papel en la
replicacion del ADN (Rosen et al., 2015). Los dos productos génicos (BV1y BC1)
codificados por este componente estan involucrados en la propagacion del virus
en toda la planta, la produccion de sintomas y el rango de hospedantes (Ramesh
et al., 2017).

Durante las tres décadas mas recientes, numerosos begomovirus transmitidos
por mosca blanca han emergido como patégenos devastadores, particularmente
en trépicos y subtrdpicos. Causan enormes pérdidas econdémicas y amenazan la
produccion en diversos cultivos (Al-Musa et al., 2008). La enfermedad del rizado
foliar de la calabaza (SLCV) se observé por primera vez en calabaza en California
durante 1977 y 1978 y, al mismo tiempo, en cultivos de calabaza en Bufalo,

Arizona (Flock y Mayhew, 1981; Rosemeyer et al., 1986).

La incidencia de SLCV estaba restringida a América Central y América del Norte;
sin embargo, en 2003, se realizd el primer registro de su apariciéon en el
hemisferio occidental, mas precisamente, fue en Israel, donde causo6 epidemias
severas y su incidencia fue cerca de 100 % (Antignus et al.,, 2003).
Posteriormente, Idris et al. (2006) informaron que SLCV-EG caus0 sintomas
severos en los cultivos de calabaza en Egipto. Después, agricultores en el valle
del Jordan observaron sintomas parecidos a los provocados por geminivirus en
plantas de calabaza (Cucurbita pepo) (Al-Musa et al., 2008). Recientemente, el

SLCV se reporto en Palestina por Ali-Shtayeh et al. (2014) por causar dafos en



plantas de calabaza (Cucurbita pepo), sandia (Citrullus lanatus Thunb.) y pepino

(Cucumis sativus L.).

Las actividades de monitoreo y vigilancia han jugado un papel clave para el
manejo de begomovirus, porque a medida que se identifican las areas recién
afectadas, se facilita la focalizacion de las medidas de control. Asimismo sirven
para determinar los patrones de propagacion de enfermedades y predecir las
areas que podrian ser afectadas en el futuro (Szyniszewska et al., 2017). Como
la mayoria de los insectos, B. tabaci se agrupa tanto en hojas individuales como
en las plantas en todas las etapas del cultivo (Naranjo, 1996). Para determinar la
agregacion y comportamiento de las poblaciones de B. tabaci dentro de los
campos de cultivo, se necesita comprender con precision la dinamica espacial y
temporal del insecto (Naranjo et al., 2010; Polston et al., 1996). Es importante
determinar la estructura espacial y temporal de las poblaciones de plagas y
estudiar los patrones espaciales para una mejor comprension de la dinamica de
las plagas y definir los planes de muestreo (Naranjo, 1996). Debido a la
importancia de B. tabaci y la transmision del SLCV como factores limitantes en la
produccion comercial de calabaza, es necesario comprender mejor la dinamica

de poblacién y la severidad del virus SLCV.

Por lo anteriormente descrito, la presente investigacion tuvo como obijetivos: i)
investigar la etiologia de la enfermedad provocada por el virus rizado de la hoja
de calabaza, ii) conocer la dinamica de la poblacion, la efectividad de trampas
amarillas pegajosas en relacion a charolas amarillas y determinar el efecto del
sitio de ubicacion de las trampas, en el monitoreo de B. tabaci durante el ciclo de
cultivo, y iii) estudiar la distribucion espacio-temporal y severidad de virosis en

calabaza.



MATERIALES Y METODOS

Localizacién

EL presente estudio se realizé en un lote experimental cultivado con calabacin
var. Gray Zucchini, establecido en el Campo Experimental del Colegio Superior
Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGro), en el municipio de Cocula,
Guerrero, en la zona Norte del Estado, localizado entre las coordenadas
18°26°27.20” latitud Norte y -99°65°07.98” longitud Oeste, a 635 msnm (Diaz et
al., 2015). El lote experimental tuvo en ambos extremos afluentes de agua, el Rio

San Juan y el Canal de agua de riego Las Juntas (Figura 1).
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Figura 1. Localizacion del lote experimental y los afluentes de agua, Rio San

Juan y Canal de agua de riego Las Juntas.

Deteccion del Squash leaf curl virus (SLCV) y andlisis filogenético

Se colectaron muestras de hojas sintoméaticas de calabaza para la deteccion e
identificacion del virus (Figura 2). De las hojas de calabacin se extrajo el DNA

con el DNeasy Plant Kit (QIAGEN®). Los oligonucleétidos degenerados prv324
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(5-gceyatrtayagraagccmag-3’) 'y CoPR  (5-gangsatghgtrcadgccatata-3’) se
utilizaron para detectar begomovirus en general y SLCV en patrticular en las hojas
sintomaticas; estos cebadores se unen al DNA de begomovirus y amplifican
fragmentos de aproximadamente 576 pb (Wyatt y Brown, 1996; Zhang et al.,
2008). Las reacciones de PCR se realizaron siguiendo un programa con una
temperatura inicial de 94 °C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C 60
seg, 50 °C 45 seq, y 72 °C 45 seg; con una temperatura de extension final de
72°C por 6 min. Para la amplificacion del DNA se utiliz6 un termociclador
Thermo™ (Thermo Scientific, Wilmington, DE) y la visualizacion de los productos
amplificados se efectué mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % a 62
volts por 5 minutos seguido de 100 volts por 40 minutos, y se observd en un
transiluminador de luz UVMR (Labnet, Edison, NJ). Se secuenciaron muestras
representativas de los productos de PCR, y las secuencias obtenidas se

compararon con la base de datos del GenBank.

Las secuencias consenso se editaron y ensamblaron con la opcion CAP (Contig
Assembly Program) del Sofware BioEdit 7.2.5 (Tom Hall Ibis Biosciences) (Hall,
2004). En el analisis evolutivo, todas las secuencias consenso se alinearon con
el programa ClustalW (Thompson et al., 1994) incluido en el software MEGA 7
(Kumar et al., 2016). Las reconstrucciones filogenéticas de los datos se realizaron
con el método de maxima parsimonia, utilizando el algoritmo Subtree-Pruning-
Regrafting, opcidén de busqueda (nivel=1) con el arbol inicial por adicion al azar
(10 repeticiones) y los espacios faltantes se consideraron como deleciones

completas.

Para calcular los valores de confianza de los clados del arbol, se realiz6 una
prueba de bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985). La secuencia

obtenida se deposité en la base de datos del GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/).
Patogenicidad de SLCV

La prueba de transmision de virus por mosquita blanca (B. tabaci) en calabacita
se realizo en el el periodo febrero-marzo del 2015. Se efectud en condiciones

controladas utilizando jaulas preparadas con dos vasos de poliestireno expandido
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de 1 litro de capacidad, con ventanas cubiertas con tela de organza. La colecta
de mosquita blanca se llevo a cabo mediante un succionador bucal en un lote de
calabacita con sindromes virales, el 15 de marzo. Para conocer la patogenicidad
del virus se introdujeron 30 mosquitas blancas por jaula, las cuales contenian una
planta de calabacita var. Gray Zucchini. En cinco jaulas se introdujeron mosquitas
blancas y dos se dejaron como testigo. Se llevaron a cabo revisiones periddicas
durante 21 dias para detectar la posible aparicion de sintomas virales. De
muestras de hojas con el sindrome de virosis obtenidas de las jaulas, se extrajo

y amplific6 DNA usando los iniciadores degenerados prV324/CoPR.

Sintomas de Squash Leaf Curl Virus

Figura 2. Plantas de calabaza (Cucurbita pepo) naturalmente infectadas
naturalmente con SLCV (a) mostrando un rizado severo de la hoja y (b) moteado

clorético.

Fluctuacion poblacional de B. tabaci y analisis temporal de la severidad de
SLCV

Para medir la dinamica poblacional de la mosquita blanca y estudiar la

distribucion espacial de la severidad de SLCV, se establecié un cultivo de
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calabacin var. Gray Zucchini en 2,880 m?, se realizé un censo de 20 cuadrantes

con 10 surcos y 20 plantas por surco.

Para estudiar la dindmica poblacional de B. tabaci se distribuyeron trampas en el
cultivo en los cuatro puntos cardinales y en el centro del lote mediante el disefio
experimental de bloques completos al azar con dos repeticiones. Las trampas
tenian las caracteristicas siguientes: a) Trampa amarilla pegajosa. Se prepard
con un soporte metalico de 1 m de altura y 1 cm de diametro, provisto de una
lamina de 18 x 24 cm y b) Trampa de charola amarilla con agua. Se utilizé una
charola de 17 y 12 cm de diametros superior e inferior, y 10 cm de profundidad,
con capacidad de almacenar 1 L de agua. Las trampas se inspeccionaron cada
cuatro dias. Se contabilizé el numero de insectos adultos de afidos, moscas
blancas y trips. Los datos de estas variables se analizaron con el programa
estadistico SAS 9.4 (SAS, 2016).

Para evaluar la severidad de virosis, se utilizé la escala de Van Der Plank (1963);
se realizaron cinco evaluaciones a intervalos de ocho dias. Los datos de
porcentaje de severidad se analizaron en un programa de analisis de area bajo
la curva (ABCPE) (Campbell y Madden, 1990), para determinar el efecto que
genera este problema fitopatologico durante todo el ciclo de cultivo de calabacita
y comparar la epidemia de la virosis. El analisis de los datos incluyé mapas de la
distribucion espacial, como superficies de respuesta y curvas de contornos
(isolineas) obtenidos mediante el método de interpolacién kriging, usando el
programa estadistico SAS 9.4 (SAS, 2016).

RESULTADOS Y DISCUSION
Deteccion del SLCV y analisis filogenético

Se observaron sintomas severos de enrollamiento de la hoja de calabaza y los
andlisis de PCR y secuenciacién revelaron que las muestras de hojas con
sintomas de virosis obtenidas en el Valle de Cocula, Guerrero México, estaban
infectados con SLCV.
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La secuencia del genoma del virus obtenida en el presente trabajo fue depositada
en el Banco de Genes (Genbank) del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (accesion KX620945.1 DAAV-1). El-Dougdoug et al. (2009)
identificaron al SLCV en Cucurbita pepo var. eskandrani, utilizando los mismos
primers gue en la presente investigacion, reportaron que los DNA amplificados
tuvieron una talla de 480 pb. El andlisis filogenético mostr6 que el SLCV
encontrado en Guerrero, México estuvo estrechamente relacionado con las
accesiones de SLCV encontradas en El Cairo (DQ285019) y El Valle Imperial de
California (USA) (DQ285016) con valor bootstrap del 96 %; ademas estas
accesiones de origen americano y la de Medio Oriente, se diferenciaron del grupo
de accesiones asiaticas (AM260206, EU47910 y EFQ99774) (74 %) (Figura 3).

44 DQ285016 Squash leaf curl virus isolate 10

96 DQ285019 Squash leaf curl virus isolate Cairo

82 KX620945 Squash leaf curl virus isolate DAAV-1

— AF325497 Melon chlorotic leaf curl virus-Guatemala

100

AF256200 Cucurbit leaf crumple virus - Arizona

52

—— AF421552 Squash mild leaf curl virus-Imperial Valley SLCV-R

74 AJ420319 Squash leaf curl Yunnan virus isolate Y23

AM260206 Squash leaf curl China virus isolate G25

100 EU479710 Squash leaf curl virus isolate YL

100L EF199774 Squash leaf curl Philippines virus-Taiwan isolate AFPK5slv

HM368371 Watermelon chlorotic stunt virus isclate LB1

Y00514.1 Maize streak virus strain South African

50

Figura 3. Arbol filogenético obtenido con el método de méaxima parsimonia
utilizando el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting. Los valores de confiabilidad
de los nodos se formaron con 1000 repeticiones bootstrap. Letra remarcada,

cepas evaluadas en este estudio.

14



Patogenicidad de SLCV

Los resultados de esta prueba indicaron que el SLCV transmitido por mosquita
blanca en calabacita var. Gray Zucchini es patogénico; los sintomas se
manifestaron a los 8 dias después de la introduccion de mosquita blanca a las

jaulas.

La infeccion por SLCV causa el enrollamiento de hojas, retraso del crecimiento,
epinastia, clorosis intervenal y moteado de hojas, sindrome que coincide con los
descritos por Sufrin y Lapidot (2011) (Figura 4), asi como por Idris et al. (2006) y
Al-Musa et al. (2008) quienes estudiando el squash leaf curl virus (SLCV) en
cucurbitaceas en Jordania y Egypto; encontraron que las hojas infectadas fueron
de menor tamafio y provocaron un 40 % de reduccion en el crecimiento de las

plantas (Figura 5).

Asimismo, Sobh et al. (2012) reportaron que la infeccion de SLCV provoco
sintomas severos de enrollamiento de hojas de calabaza (cv. Camelia F1), a las
2 semanas después de la inoculacion; es decir, se presentaron en el doble de
tiempo en comparacion con los resultados del presente ensayo. Ademas se
determiné que el producto amplificado del SLCV obtenido de hojas de las plantas
utilizadas en la prueba de patogenicidad, presentaba una talla de 464 pb; la
secuencia se deposité en el Banco de Genes (Genbank) del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (accesion KX620948.1 DAAV-2).

Estos resultados obtenidos en la presente investigacion coinciden con lo
reportado por Taha et al. (2016) quienes confirmaron que el virus SLCV, se
transmite por mosquita blanca e induce un severo retraso del crecimiento,
enchinamiento de hojas y causa pérdidas severas en la produccion de

cucurbitaceas.
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Prueba de patogenicidad

Testigo — |nfectadas con SLCV ——m———

Figura 4. Sintomas de SLCV. Planta sana (izquierda) y plantas infectadas con

Squash leaf curl virus (derecha).

Testigo Infectadas con SLCV

Figura 5. Sintomas de SLCV. Planta sana (izquierda) y plantas infectadas con

Squash leaf curl virus (derecha).
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Fluctuacién poblacional de B. tabaci y analisis temporal de la severidad de
SLCV

Los numeros de adultos de mosca blanca presentaron diferencias altamente
significativas en la mayoria de los muestreos, por efecto del tipo de trampa. En
todas las fechas de muestreo la trampa pegajosa fue mas efectiva que la de
charola con agua, para capturar moscas blancas (Cuadro 1), cuyos promedios
fluctuaron de 25 (muestreo 2) a 379 (muestreo 11). Al final, tomando en cuenta
el acumulado de todos los muestreos, se encontrd que en la trampa pegajosa se
capturaron 2,082 adultos (Figura 6), en comparacion con la trampa tipo charola
(416).

La ubicacién de la trampa soélo influyé significativamente en la cantidad de
insectos capturados en los muestreos 1, 3y 6. En los primeros muestreos (1 y
3), los promedios indican que las mayores poblaciones de moscas se registraron
en el sitio Oeste; sin embargo, en las evaluaciones finales, la mayor densidad de
insectos tendid a presentarse en las trampas del Este y Norte (Cuadro 2). Al final
del ensayo, la cantidad acumulada mas alta de B. tabaci se obtuvo en el lado
Este, con 538 individuos (Figura 7); el menor valor fue de 443 y se encontr6 en
el sitio Sur. Se presentaron diferencias significativas entre las fechas de muestreo
(Figura 8), porque las poblaciones de insectos variaron en un rango de 26 (fecha
2) a 437 (fecha 11).

Los programas de manejo de plagas deben basarse en el conocimiento preciso
de los principales factores responsables de los cambios en la dinamica de la
poblacién insectil objetivo. Los parametros del ciclo biolégico estimados en
diferentes condiciones bidticas o abidticas proporcionan las herramientas basicas
para comprender los cambios y comportamiento de las especies de plagas
(Southwood, 1978). B. tabaci es un organismo poiquilotermo (es decir, la
temperatura influye en el ciclo biolégico); es importante tener en cuenta este
factor para poder explicar la ecologia de la poblacion. Drost et
al. (1998) informaron que los parametros que influyen en la biologia de B.

tabaci incluyen las temperaturas, plantas hospederas y biotipos.
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Cuadro 1. Comparaciéon de medias del numero de moscas blancas en tipo de
trampa y fecha de muestreo.

Numero de mosquitas

Muestreo Charola amarilla con agua Trampa pegajosa

0 bt 7.4 a
2 la 25a
3 42 a 66 a
4 44 a 96 a
5 43 Db 146 a
6 52 b 156 a
7 60 b 214 b
8 15b 298 a
9 62 b 224 a
10 16 b 236 a
11 58 b 379 a
12 12b 168 a

TValores con letras iguales en la misma hilera no son estadisticamente
diferentes (Tukey, a=0.05).
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Pegajosa Charola amarilla con agua

Tipo de trampa
Figura 6. Namero acumulado de mosquitas blancas en funcion del tipo de

trampa.
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Los resultados obtenidos corroboran lo que reportd Curnutte et al. (2014) quienes
evaluaron el efecto de la temperatura sobre el comportamiento biol6gico de B.
tabaci; reportaron que la oviposicién, la supervivencia de las ninfas y la
reproduccion fueron afectadas significativamente por la temperatura, y la
capacidad reproductiva total disminuy6 36.4 % a 33 °C. En general, se determiné
que 28 °C fue la temperatura més favorable para el desarrollo de la mosquita
blanca. Sin embargo, reportaron que la temperatura O6ptima para
la reproduccién de B. tabaci puede estar entre 28 y 33 °C. En el presente estudio,
se encontr0 que durante los muestreos se incrementaron las temperaturas
medias y los altos indices de éstas, facilitaron el aumento en la tasa reproductiva
de B. tabaci, aunado con la fenologia del cultivo que favorecio la incidencia de la
plaga. En diversos estudios se ha demostrado que una temperatura de 30-32 ° C
es favorable para el desarrollo de B. tabaci (Bonato et al., 2007; Curnutte et al.,
2014). Al respecto, Quintela et al. (2016) investigaron la reproduccién del biotipo
B de B. tabaci en maiz (Zea mays L.) en Brasil y encontraron que los maximos
de poblacién de mosca banca coincidieron con alta temperatura. Estos hallazgos
son semejantes a lo obtenido en el presente estudio, en donde se observo que

la poblacion de la plaga aumentd conforme se incrementé la temperatura.

Por otra parte, la modelacion de la bionomia dependiente de la temperatura de
B. tabaci (Q-biotipo), fue estudiada por Bonato et al. (2007) quienes reportaron
gue la temperatura de 32.5 °C es la éptima para el desarrollo de ninfas de B.
tabaci; la fecundidad total (huevos por hembra) varia de 105.3 (a 21°C) a 41 (a
35 ° C) y que la longevidad disminuye con el aumento de la temperatura.
Argumentan que la asociacion entre la temperatura y los parametros del ciclo
biolégico son utiles para predecir el efecto de la temperatura sobre la dinamica

de la poblacion.

La severidad registrada a través de las fechas de evaluacion fluctué entre 5.14 y
73.28 %. Se determiné que a partir de la fecha 5, el promedio de porcentaje de
severidad (PS) se mantuvo estable, y se not6 que la temperatura registré una

tendencia creciente lo que se relaciono con la severidad del SLCV (Figura 9). El
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analisis combinado a través de las fechas de evaluacion indic6 que los
cuadrantes 7 a 10 y de 16 a 20 tuvieron un mayor PS (47.88 a 54.87 %) (Figura
10). La relacion entre la severidad y la temperatura observada en este trabajo,
coincide con lo reportado por Ali et al. (2014) quienes estudiaron el geminivirus
de la hoja rizada del algodén, basados en modelos predictivos con variables
ambientales, y reportaron que las temperaturas entre 37.16 'y 37.78 °C, propician
el desarrollo de la enfermedad; sin embargo, la temperatura promedio minima
de 27.43 °C fue favorable para la incidencia de geminivirus en algodon y mostro

efecto significativo durante dos ciclos de cultivo.
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Figura 9. Interrelacién del porcentaje de severidad y la temperatura promedio en cada
evaluacion de la severidad del SLCV en plantas de calabaza var. Gray Zucchini, en

diferentes evaluaciones en Cocula, Guerrero. Invierno de 2015.
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El ABCPE registr6 diferencias altamente significativas (P<0.0001) entre
cuadrantes y surcos; porque, la mayor incidencia de enfermedad se presenté
entre los cuadrantes 7 a 10 y 16 a 20, respectivamente (Figura 10), que se
corroboré con el ABCPE con 1431.72 a 1674.41. Se encontré que la severidad
en los cuadrantes 1 a 6 y 11 a 15 fue inferior al 50 % y también la ABCPE fue
menor (Figura 10); asimismo, se determiné que la mayor severidad de virosis en

el cultivo de calabacita se manifesté en los cuadrantes 17 y 19 (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de severidad del SLCV por cuadrante en plantas de

calabaza var. Gray Zucchini, en diferentes evaluaciones en Cocula, Guerrero.

Invierno de 2015.

El PS fue menor en los cuadrantes 2 al 5, segun se indica por el ABCPE, que
osciloé de 39.90 a 40.23 % y de 1049.78 a 1134.66 %, respectivamente; lo que
indica que las epidemias inducidas por SLCV fueron de alta intensidad
monitoreada a través de cambios en la severidad de la virosis (infeccion activa 'y

progresiva) (Figura 10).
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Se observé un pronunciado gradiente del PS de SLCV en los cuadrantes con
direccidén al norte y noreste del area de estudio, comparativamente con las partes
central y sureste que fueron poco afectadas (Figura 12); se not6 un aparente
efecto de orilla atribuible a la fuente de in6culo primario probablemente por las
malezas perennes desarrolladas en la rivera del Rio San Juan (Figura 11). A
pesar de la presencia permanente y progresiva de la enfermedad, no se detectd
una distribucién uniforme, lo cual puede indicar que la dispersion del patdgeno

esta influenciada por el acceso del vector.
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Figura 11. Localizacion del lote experimental y los afluentes de agua, Rio San
Juan y Canal de agua de riego Las Juntas.
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Figura 12. Mapa de superficie de respuesta y plano de curvas de contorno o
isolineas, obtenidos mediante el método de kriging, de la dispersion y
frecuencia de la distribucién de severidad del SLCV en calabaza var. Gray
Zucchini, Cocula, Guerrero. Invierno de 2015. Las areas claras indican una
menor intensidad de la severidad, mientras que las areas oscuras sefalan

mayor severidad de la virosis. Cocula, Guerrero. Invierno, 2015.
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El patron de distribucion del SLCV en la zona de estudio, revelé una fuerte
asociacion espacial entre la severidad del virus y la incidencia de su vector B.
tabaci; porque se not6 que la severidad aumento en la parte occidental del area
de estudio durante el ciclo de cultivo. Resultados similares reportaron
Szyniszewska et al. (2017), quienes estudiaron el andlisis espacial y cambio
temporal en la pandemia de un geminivirus en yuca en el noroeste de Tanzania,
ellos encontraron en varios ciclos una fuerte asociacion espacial entre las
variables incidencia y severidad del virus y que éstas tendieron a incrementarse

hacia una parte localizada y especifica del area de estudio.

En el presente estudio la distribucion espacial de la incidencia y severidad del
SLCV proporciond informacion para la explicacion del arribo o llegada y
distribucion dinamica de las poblaciones de B. tabaci como vector del virus
procedentes de malezas desarrolladas en areas anexas al Rio San Juan, en
donde la humedad es permanente y favorece la alta incidencia de arvenses que
funcionan como reservorios de B. tabaci vector y portador de SLCV. Estas
observaciones son respaldadas en los reportes hechos por Mubin et al. (2009)
quienes argumentan que las malezas son reservorios de begomovirus, y juegan
un papel importante en la aparicion de las virosis al inicio del ciclo de cultivo, que
se tornan en severas epidemias que afectan a las plantas cultivadas; mientras
que, en temporada de estiaje, las malezas desempefan el papel crucial en la
propagacién de muchos virus; actian en la redistribucién del in6culo primario y
sirven de refugio de insectos vectores que forman parte importante en la

epidemiologia de los begomovirus (Zaidi y Mansoor, 2017).

Por otra parte, Szyniszewska et al. (2017) investigaron la distribucion espacial y
temporal de un begomovirus en yuca; ellos reportaron que el patron de variacion
mas significativo en la incidencia de mosquitaa se registro entre cuadrantes
durante la misma temporada, asimismo, también comentan que la reduccion de
la severidad est& asociada a condiciones ambientales, porque durante uno de los
ciclos de experimentacion se presentd un clima mas fresco y la severidad de

virosis fue menor, en comparacion con el ciclo que tuvo un clima mas célido y

25



mas seco, y por lo tanto, la severidad se incrementd. Con esta informacion se
muestra que los factores climéticos causaron ese cambio (Thresh et
al., 1994). Los hallazgos obtenidos en la presente investigacion son
corroborados por resultados similares publicados por Legg (2010), quien
confirmd que estan estrechamente correlacionados los cambios de incidencia de

mosquita blanca y los patrones de diseminacion de virosis.

CONCLUSIONES

Los andlisis de PCR, secuenciacion y la filogenia comprobaron que las muestras
de hojas sintométicas obtenidas en el Valle de Cocula, Guerrero México, estaban
infectadas con el Squash Leaf Curl Virus (SLCV) (accesion KX620945.1 DAAV-
1). El SLCV es transmitido por el vector B. tabaci e induce retraso grave del
crecimiento y enrollamiento severo de hojas en las plantas de calabaza. El tipo
de trampa y la fecha de muestreo influyen en la precision y en la determinacién
de la dinamica poblacional de B. tabaci. La trampa amarilla pegajosa fue mas
efectiva que la de charola amarilla con agua, para medir la fluctuacion poblacional
de B. tabaci. El sitio de ubicacion de la trampa no influyé en el monitoreo del
insecto. La incidencia de B. tabaci se manifesté en todas las etapas fenologicas
y se relaciond con la temperatura. La severidad de SLCV present6 una tendencia

creciente y se correlacioné con la temperatura.
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CAPITULO IL.

PRIMER REPORTE DE Squash leaf curl virus DETECTADO EN LA MALEZA
Proboscidea louisianica EN MEXICO

José F. Diaz-Najera
RESUMEN

En las décadas mas recientes, ha surgido un amplio interés en los geminivirus,
especialmente los begomovirus, por los dafios que estos causan a las plantas
cultivadas. Las malezas sirven como reservorio natural de begomovirus y como
fuente de inéculo para la transmision de estos agentes infecciosos a cultivos
horticolas. Los objetivos del presente estudio fueron: i) diagnosticar
genéticamente y por medio de filogenia, al virus asociado en malezas en el
campo experimental del Colegio Superior Agropecuario del estado de Guerrero y
ii) identificar sintomas de virosis en la maleza Proboscidea louisianica. Se
colectaron muestras de la maleza P. louisianica con sintomas de virosis a las
cuales se les extrajo el ADN y se sometio a reaccion en cadena de la polimerasa.
Las muestras positivas fueron clonadas y secuenciadas, adicionalmente se
realiz6 un andlisis filogenético para conocer la historia evolutiva del begomovirus
identificado. Se encontrd0 un begomovirus asociado a la maleza Proboscidea
louisianica, el virus fue identificado como Squash leaf curl virus (SLCV) basado
en la secuencia de nucleétidos del genoma viral de la proteina de capside
(KX620944.1 DAM2). EIl andlisis de la secuencia del agente infeccioso con
namero de accesion KX620944.1 DAM2 se realiz6 utilizando BLASTn que revelo
la identidad de secuencia mas alta del 99% con Squash leaf curl virus, el analisis
filogenético confirmé la identificacion del begomovirus asociado a sintomas de
virosis en P. louisianica. Este es el primer informe del Squash leaf curl virus en

la maleza P. louisianica, en Guerrero, México.

Palabras clave: Diagndstico, Begomovirus, PCR, maleza.
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FIRST REPORT OF Squash leaf curl virus DETECTED IN THE WEED
Proboscidea louisianica IN MEXICO

José F. Diaz-Najera
SUMMARY

In the most recent decades, there has emerged a widespread interest in
geminiviruses, especially begomoviruses, for the damage they cause to cultivated
plants. Weeds serve as a natural reservoir for begomoviruses and as a source of
inoculum for the transmission of these infectious agents to horticultural crops. The
objectives of this study were: i) to diagnose genetically and through phylogeny,
the associated virus in weeds in the experimental field of the Agricultural College
of the of Guerrero state and ii) to identify symptoms of virosis in the weeds
Proboscidea louisianica. Samples of the P. louisianica weed were collected with
symptoms of virosis to which the DNA was extracted and subjected to a
polymerase chain reaction. The positive samples were cloned and sequenced, in
and phylogenetic analysis was performed to know the evolutionary history of the
identified begomovirus. A begomovirus associated with the weedy Proboscidea
louisianica was found, the virus was identified as Squash leaf curl virus (SLCV)
based on the nucleotide sequence of the viral genome of the capsid protein
(KX620944.1 DAM2). The analysis of the sequence of the infectious agent with
accession number KX620944.1 DAM2 was performed using BLASTn that
revealed the highest sequence identity of 99 % with Squash leaf curl virus, the
phylogenetic analysis confirmed the identification of the begomovirus associated
with virosis symptoms in P. louisianica. This is the first report of the Squash leaf

curl virus in the P. louisianica weed, in Mexico.

Key words: Diagnosis, Begomovirus, PCR, weed.
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INTRODUCCION

Los geminivirus son virus fitopatdgenos de la familia Geminiviridae, tienen un
genoma de DNA de cadena uUnica, circular, encapsulado dentro de particulas
isométricas gemelas tienen genomas de componentes Unicos o bipartitos (DNAs
Ay B), a esta familia pertenece el género begomovirus, que es transmitido por
mosquita blanca, Bemisia tabaci (Al-Musa et al., 2008); que causan pérdidas
importantes e infectan plantas dicotiledéneas como cultivos horticolas altamente
rentables (Khan y Khan, 2017; Kil et al.,, 2017) y malezas (McLaughlin et al.,
2008). Ademas de las plantas cultivadas, los begomovirus se hospedan en
malezas y plantas silvestres. Para una comprension completa de la
epidemiologia de estos agentes infecciosos y para desarrollar medidas de
manejo integral adecuadas, la identificacion de hospedantes alternos (malezas)
es indispensable; sin embargo ha sido descuidado (Leke et al.,, 2015).
Recientemente se ha estudiado a los begomovirus que infectan malezas (Fiallo
et al., 2012; Prajapat et al., 2013; Polston et al., 2017).

Segun Mubin et al. (2009) las malezas son reservorios de begomovirus, juegan
un papel importante en la aparicion de epidemias que afectan a las plantas
cultivadas a inicio de ciclo. En temporada de estiaje, las malezas desempefian
un papel crucial en la propagacién de muchos virus, actian en la redistribucion
del in6culo primario, También actian como refugio de insectos vectores y forman
parte importante en la epidemiologia de begomovirus (Zaidi y Mansoor, 2017).
Las malezas infectadas pueden mostrar pocos o ningun sintoma, lo que significa

en un reto en el manejo de virus en plantas (Wisler y Norris, 2005).

Por lo anterior los objetivos del presente estudio fueron: i) diagnosticar
genéticamente y por medio de filogenia, al virus que afecta a la maleza P.
louisianica del Campo Experimental del Colegio Superior Agropecuario del
estado de Guerrero y ii) identificar sintomas de virosis en la maleza Proboscidea

louisianica conocida comunmente como “Torito”.
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MATERIALES Y METODOS
Colecta de material vegetal

Se colectaron hojas jovenes de plantas de la maleza Proboscidea louisianica (P.
Mill.) Thell. conocida comunmente como “Torito” con sintomas caracteristicos de
virosis como: mosaicos amarillos brillantes, epinastia, clorosis foliar marginal,
enaciones foliares, reduccion del area foliar, enanismo y retraso del crecimiento
(Polston y Anderson 1997). El sitio de colecta fue el Campo Experimental del
Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGro), en Cocula,
Guerrero (18° 14’ N, 99° 39' O y 640 m de altitud). El clima es AWO0, que
corresponde a calido subhumedo con lluvias en verano, con temperatura y
precipitacion promedios anuales de 26.4 °C y 767 mm, respectivamente. Las
muestras colectadas se transportaron al Laboratorio de Diagnostico Fitosanitario
Biociencia con sede en Monterrey, Nuevo Ledn, México, en donde se realiz6 el
analisis molecular, por medio de la extraccion de DNA gendémico de hojas de P.

louisianica seguin el DNeasy Plant Kit (QIAGEN®).
Extraccion de DNA y reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para los analisis moleculares, se realiz6 una extraccion de DNA gendémico de
hojas de P. louisianica empleando el DNeasy Plant Kit (QIAGEN®), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la PCR se us0 una combinacion de
oligonucleotidos degenerados, descritos por Wyatt y Brown (1996) y Zhang et al.
(2008), mediante la amplificacion del gen que codifica para la proteina de la
capside. Se utilizaron los primers degenerados prvV324  (5'-
GCCYATRTAYAGRAAGCCMAG-3') y CoPR (5- GANGSATGHGTRCADGCCA
TATA-3’) que amplifican un fragmento aproximado de 576 pb (Wyatt y Brown
1996; Zhang et al. 2008), utilizando un programa con una temperatura inicial de
94 °C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 94 °C 60 seg, 50 °C 45 seqg, y 72
°C 45 seq, y 72 °C de extension final por 6 min. Para la amplificacion del DNA se
utilizé un termociclador Thermo™ (Thermo Scientific, Wilmington, DE) y la
visualizacion de los productos amplificados se efectué mediante electroforesis en

geles de agarosa al 1 % a 62 volts por 5 minutos seguido de 100 volts por 40
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minutos, y se observaron en un transiluminador de luz UVMR (Labnet, Edison,
NJ). Se secuenciaron muestras representativas de los productos de PCR, y las

secuencias obtenidas se compararon con la base de datos del GenBank.
Andlisis filogenético

Las secuencias consenso se editaron y ensamblaron con la opcion CAP (Contig
Assembly Program) del Sofware BioEdit 7.2.5 (Tom Hall Ibis Biosciences) (Hall,
2004). En el analisis evolutivo, todas las secuencias consenso fueron alineadas
con el programa ClustalW (Thompson et al., 1994) incluido en el software MEGA
7 (Kumar et al., 2016). Las reconstrucciones filogenéticas para los datos se
realizaron con el método de maxima parsimonia, utilizando el algoritmo Subtree-
Pruning-Regrafting, opcion de busqueda (nivel=1) con el arbol inicial por adicion
al azar (10 repeticiones) y los espacios faltantes se consideraron como
deleciones completas. Para calcular los valores de confianza de los clados del
arbol, se realiz6 una prueba de bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein,

1985). La secuencia obtenida se deposito en la base de datos del GenBank.
RESULTADOS Y DISCUSION
Deteccion de begomovirus en Proboscidea louisianica

En plantas de Proboscidea louisianica se observé el sindrome viral: deformacion
de hojas, presencia de rugosidades, mosaicos amarillos, reduccion en el tamafio,
y clorosis abultamiento y clorosis foliar marginal (Figura 1), el cual coincide con
los sintomas descritos por Al-Musa et al. (2008) y Sufrin y Lapidot (2011). Por
medio de PCR y su posterior observacion en geles de agarosa, se detecto la
presencia de begomovirus en el tejido foliar de la maleza “Torito” (Figura 2),
endémica en el CSAEGro localizado en el municipio de Cocula Gro., de la zona
norte del estado de Guerrero, México. Lo anterior es congruente con la abundante
poblacién de mosquita blanca detectada en la maleza Torito y en el cultivo de
calabaza (Cucurbita pepo L.) establecido en ese sitio durante el ciclo de cultivo
(primavera/verano 2015) inmediato anterior. Las secuencia obtenida (494 pb) a

partir del producto amplificado tuvo 99 % de similitud con la region que codifica
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para la proteina de la capside, con secuencias reportadas en el Gen Bank para
Squash leaf curl virus. Posteriormente la secuencia se depositd en el Banco de
Genes (Genbank) del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica con nimero
de accesion KX620944.1 DAM2 (Figura 2).

Analisis filogenético

En la reconstruccion filogenética basada en la utilizacion de la region que codifica
para la proteina de la capside, se identific6 a SLCV. Con la region de la proteina
de la cépside se logré agrupar al virus identificado, con sus homdlogos
(DQ285016 y DQ285019), con una confiabilidad bootstrap del 96%, ademas de

ser altamente diferenciadas del resto de las especies (100%) (Figura 2).

El torito y otras malezas forman parte importante en los agroecositemas de la
regién norte de Guerrero, y de otras partes de México y Norteamérica; cuando
finaliza la cosecha de cultivos principalmente de hortalizas, las malezas son los
principales hospedantes y reservorios de virus fitopatdgenos y sus insectos
vectores (Chen et al.,, 2013). La interelacion planta-patégeno-vector se
caracteriza por formar complejas interacciones, directas e indirectas (Belliure et
al., 2005).

Se ha demostrado que varias malezas sirven como hospedantes alternos de
multiples virus, y existe la posibilidad de que de estos reservorios emerjan nuevas
cepas mas agresivas de virus fitopatdbgenos (Mubin et al. 2010). Snehi et al.
(2015) sefialan que la erradicacion de malezas perennes de alrededor, dentro y
fuera de invernaderos y campos de cultivo para eliminar posibles fuentes de
inoculo de virus, y realizar el monitoreo y deteccion de los sintomas iniciales en
las primeras etapas de desarrollo del cultivo, pueden ser estrategias Utiles para

disminuir la incidencia de virosis.
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Figura 1. (A) Hoja sana, (B, Cy D) Sintomas de clorosis, deformacion y mosaicos

asociados con la infeccion por begomovirus en Proboscidea louisianica.
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Figura 2. Productos de amplificacion de PCR de muestras de Proboscidea

louisianica (1-6); testigo (plantas sanas) (7, 8 y 9); control positivo (10) y mpm

(Marcador de peso molecular).

3 KX620944 Sauash leaf curl virus
9 D0285016 Sauash leaf curl virus
9 D0285019 Squash leaf curl virus

10 —— AF325497 Melon chlorotic leaf curl virus-

— AF421552 Sauash mild leaf curl virus-Imperial

AF256200 Cucurbit leaf crumple virus

6 AJ420319 Sauash leaf curl Yunnan virus

AM260206 Squash leaf curl China virus

10 EU479710 Sauash leaf curl virus

9 LEF199774 Squash leaf curl Philippines virus-Taiwan

HM368371 Watermelon chlorotic stunt virus

Y00514.1 Maize streak virus strain

Figura 3. Arbol filogenético obtenido con el método de méaxima parsimonia
utilizando el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting. Los valores de confiabilidad
de los nodos se formaron con 1000 repeticiones bootstrap. Letra remarcada,

cepas evaluadas en este estudio. s. l.=sensu lato.
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Risty Lorbeer (1989) reportaron que el control de malezas logré reducir con éxito
la incidencia del virus mosaico del pepino (Cucumber mosaic cucumovirus) en
apio. Sin embargo, se ha informado que el control de malezas es una estrategia
con limitaciones, y falla cuando ocurrencambios que afectan la epidemiologia del
virus, como fluctuaciones climaticas locales o los cambios en las préacticas de
cultivo (Hull y Davies, 1992). En Pakistan Mubin et al. (2010) estudiaronla
interaccibn de begomovirus y Sonchus arvensis mediante clonacion,
secuenciacion de acidos nucleicos y andlisis filogenético porque segun estos
autores, el diagnostico molecular permite conocer la relacion del virusy su
hospedante y ademas determinar la correlacion existente con otros virus del
mismo grupo detectados en otras partes del mundo. Por otra parte, segiin Mauck
et al. (2012) los vectores tienden a ser atraidos por las malezas y una vez que
transmiten los virus, éstos presentan una fase de atenuacidén patdgeno que no
mata al hospedante (maleza) el cual funciona como fuente de alimentacion del

vector a largo plazo (Zaidi y Mansoor, 2017).

CONCLUSIONES

Se identifico molecularmente y por medio de filogenia, al Squash leaf curl virus
en la maleza Proboscidea louisianica del Campo Experimental del Colegio
Superior Agropecuario del estado de Guerrero y los sintomas de virosis en la
maleza P. louisianica fueron deformacion de hojas, presencia de rugosidades,
mosaicos amarillos, reduccién en el tamafio, y clorosis abultamiento y clorosis
foliar marginal
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CAPITULO IIL.

DIAGNOSTICO DE Squash leaf curl virus Y MANEJO INTEGRADO DE

Bemisia tabaci EN Cucurbita pepo

José F. Diaz-Najera

RESUMEN

Los begomovirus, una de las principales limitaciones en la produccion de
hortalizas como calabaza, son transmitidos por la mosca blanca. Para
implementar un manejo integrado se tiene que realizar un buen diagnéstico. La
presente investigacion tuvo como objetivos: a) identificar por medio de
caracteristicas morfolégicas al espécimen de mosca blanca en el cultivo de
calabaza en trépico seco, b) diagnosticar la etiologia del virus rizado de la hoja
de calabaza en tejido y su vector, con técnicas moleculares y filogenia, asi como
comprobar su patogenicidad, y c) probar en campo bajo condiciones de riego,
dos genotipos de calabaza, e insecticidas de origen quimico y organico sobre
mosca e incidencia y severidad de virosis, durante dos ciclos consecutivos de
cultivo. Se identificO a Bemisia tabaci, los andlisis de PCR, secuenciacion y
filogenia confirmaron que B. tabaci es portador y transmite el Squash Leaf Curl
Virus, el cual induce retraso grave del crecimiento y enrollamiento severo de
hojas. En los genotipos Depredador y Grey Zucchini, la aplicacién de Confidor®
(imidacloprid), Oberon® (spiromesifen) + (Muralla® max) (imidacloprid +
betacyfluthrim), Benefit® (Azadiractina), Movento® (spirotetramat) + SAF-T-SIDE®
(Aceite parafinico de petroleo), disminuyeron la poblacion de B. tabaci, la

incidencia y severidad de virosis en 2014 y 2015.

Palabras clave: Calabaza, begomovirus, vector, manejo integrado.

46



DIAGNOSTIC OF Squash leaf curl virus AND INTEGRATED MANAGEMENT

OF Bemisia tabaci IN Cucurbita pepo

José F. Diaz-Najera

ABSTRACT

Begomoviruses, one of the main limitations in the production of vegetables such
as squash, are transmitted by the whitefly. To implement integrated management,
a good diagnosis must be made. The objectives of the present research were: a)
to identify by means of morphological characteristics the specimen of whitefly in
the crop of Zucchini the dry tropic, b) to diagnose the etiology of the curly virus of
the zucchini leaf in tissue and its vector, with techniques molecular and phylogeny,
as well as check their pathogenicity, and c) to test in field under irrigation
conditions, two genotypes of squash, and insecticides of chemical and organic
origin on fly and incidence and severity of virosis, during two consecutive crop
cycles. Bemisia tabaci was identified, PCR analysis, sequencing and phylogeny
confirmed that B. tabaci is a carrier and transmits the Squash Leaf Curl Virus,
which induces severe growth retardation and severe leaf curl. In the Depredator
and Gray Zucchini genotypes, the application of Confidor® (imidacloprid),
Oberon® (spiromesifen) + (Muralla® max) (imidacloprid + betacyfluthrim),
Benefit® (Azadirachtin), Movento® (spirotetramat) + SAF-T- SIDE® (petroleum
paraffinic oil), decreased the population of B. tabaci, the incidence and severity of
virus in 2014 and 2015.

Keywords: Zucchini, begomoviruses, vector, integrated management.
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INTRODUCCION

La calabacita (Cucurbia pepo L.) tiene gran aceptacién para el consumo, en
diferentes platillos de la cocina mexicana (Roman et al., 2013). Dentro de las
cucurbitaceas, C. pepo es el cultivo mas dinamico porque es de ciclo corto y
permite al productor recuperar rapidamente su inversién y capitalizar sus

ganancias economicas, varias veces por afio, en condiciones del tropico.

El cultivo es atacado por la mosquita blanca (Bemisia tabaci Gen.), insecto
picador succionador que, al alimentarse de la savia de los tejidos vegetales,
ocasiona dafios directos manifestados en amarillamiento y debilitamiento de las
plantas. En ataques severos éstas presentan desarrollo y maduracion
desuniformes, causados por la inyeccion de toxinas en la saliva del insecto.
Ademas de este dafio directo, el insecto produce mielecilla que cubre el follaje
en donde se desarrolla la fumagina por hongos sapréfitos como Capnodium y
Fumago (Khan y Wan, 2015; Navas et al., 2011).

No obstante, el dafio de mayor impacto economico es la trasmision de
enfermedades virales en el cultivo. Al respecto, Razze et al. (2016) sefialan que
Bemisia tabaci es vector de begomovirus en calabacita, que cuando infectan al

cultivo joven ponen en riesgo el éxito de la inversibn econdmica del agricultor.

Para disminuir los dafios provocados por begomovirus en el cultivo, el control se
dirige a combatir el insecto vector, a través del manejo integrado, en donde lo
mas recomendable es utilizar genotipos resistentes en combinacién con practicas
culturales, asi como la utilizacion de micoorganismos benéficos y la aspersion de
productos organicos y quimicos (Nicaise, 2014; Snehi et al.,, 2015). En la
agricultura sustentable se utilizan cada vez mas insecticidas organicos obtenidos
de plantas, como extracto acuoso de ajo, aceite vegetal de semilla de soya,
azadiractina y otros que tienen las ventajas de no ser dafinos para humanos y
animales, no contaminan los ecosistemas y garantizan la inocuidad de los

productos agropecuarios.
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Los insecticidas botanicos o insecticidas de origen vegetal (fitoextractos) se
consideran una fuente importante de sustancias bioactivas y son compatibles con
los programas de manejo integrado de plagas. Esta practica puede usarse
conjuntamente con otros métodos de control de plagas en los esfuerzos por
mantener el equilibrio ambiental, porque deja menos residuos quimicos y causa
bajos efectos téxicos en animales o humanos. Varios estudios han demostrado
la eficacia del uso de Azadirachta indica y otras plantas para controlar B. tabaci
(De Almeida et al., 2014; Abdel-Razek et al., 2017). La utilizacion de insecticidas
qguimicos es el método tradicional de control de este vector; en la actualidad se
recomienda aplicar productos especificos como spirotetramat, spiromesifen e
imidacloproid; pero el uso irracional y la residualidad de estos provoca que surjan
generaciones resistentes del insecto y alteran a la fauna benéfica, sin embargo
estas moléculas quimicas son especificas para el complejo de chupadores y no
afectan la fauna benéfica (Labanowska et al., 2014). Por los inconvenientes que
se tienen con la aplicacion de insecticidas quimicos, la tendencia actual es
disminuir su uso, sobre todo en la agricultura organica, para evitar riesgos en la
salud de los consumidores. Para lograr éxito en el manejo integrado de B. tabaci
es importante monitorear la incidencia del vector en el cultivo, principalmente en
los meses mas calidos que, en la region de estudio, son marzo, abril y mayo, en
los cuales se puede presentar la mayor incidencia tanto del insecto vector como
de las enfermedades virales por éste trasmitidas; esta informacion se utiliza como
base para decidir cuando llevar a cabo las aplicaciones de insecticidas contra la

mosca blanca (Gerling y Horowitz, 2010; Bragard et al., 2013).

La presente investigacion tuvo como objetivos: a) identificar por medio de
caracteristicas morfolégicas al espécimen de mosca blanca en el cultivo de
calabaza en trépico seco, b) diagnosticar la etiologia del virus rizado de la hoja
de calabaza en tejido y su vector, por medio de técnicas moleculares y filogenia,
asi como comprobar su patogenicidad, y c) probar en campo bajo condiciones de
riego en tropico seco, dos genotipos de calabaza, e insecticidas de origen
guimico y organico sobre mosca e incidencia y severidad de virosis, durante dos

ciclos consecutivos de cultivo.
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MATERIALES Y METODOS
Sitio experimental

En el ciclo invierno-primavera del afio 2014 se colectaron 20 muestras
sintométicas de calabaza con virosis (Figura 1), en un lote experimental de 2,000
m?2 cultivado con calabacin var. Gray Zucchini, establecido en el Campo
Experimental del Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero
(CSAEGro0), en el municipio de Cocula, Guerrero, en la zona Norte del Estado,
localizado entre las coordenadas 18°26'27.20” latitud Norte y -99°65'07.98”
longitud Oeste, a 635 msnm (Diaz et al., 2015).

Figura 1. Planta de calabaza (C. pepo) infectadas naturalmente con Squas leaf
curl virus (SLCV), mostrando un rizado severo de la hoja y moteado clorético.

Identificacién morfolégica de mosca blanca

Se realizé un muestreo sistematico en transecto en W, la unidad de muestreo fue
de una planta y el tamafio de muestra de cinco hojas infestados de ninfas de en
el cuarto instar ninfal (“pupa”, ojos visibles a través del integumento Bemisia
tabaci), obtenidos de cada punto del transecto de muestreo. Una vez capturados,
se prepararon para su identificacion. Las ninfas del cuarto instar obtenidas

durante la colecta, se despegaron de los foliolos mediante golpeo y pincel.
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Se dispusieron 12 ninfas representativas en montas permanentes (solucion
Hoyer), para posteriormente ser observadas por medio de microscopio
compuesto y microscopio confocal. La identificacion se realiz6 mediante la
utilizacién de claves taxondémicas basadas en la morfologia de especimenes

inmaduros (Carapia y Castillo, 2013).

Deteccion, patogenicidad, analisis filogenético en vector y tejido vegetal de
Squash leaf curl virus (SLCV)

Colecta de mosca blanca. Se realizé en 2014 en el municipio de Cocula en
Guerrero. Se colectaron adultos en un predio de calabaza (C. pepo) cultivado a
cielo abierto. Los insectos se colocaron en grupos variables entre 30 y 100
especimenes por frasco y se mantuvieron en alcohol al 80 % para su andlisis

posterior.

Identificacion de Begomovirus en el vector. Se utiliz6 la combinacion de
oligonucleotidos degenerados, descritos por Wyatt y Brown (1996) y Zhang et al.
(2008), por medio de la amplificacion del gen que codifica para la proteina de la
capside, con los primers degenerados prV324 (5-gccyatrtayagraagccmag-3’) y
CoPR (5-gangsatghgtrcadgccatata-3’), se siguié un programa de temperatura
inicial de 94°C durante 4 min, seguido por 35 ciclos de 94°C 60 seg, 50°C 45 segq,
y 72°C 45 seg; con una temperatura de 72°C de extensién final por 6 min. Para
la amplificacion del ADN se utilizé un termociclador Thermo™ (Thermo Scientific,
Wilmington, DE) y la visualizacion de los productos amplificados se efectud
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % a 62 volts por 5 minutos
seguido de 100 volts por 40 minutos, y fue observado en un transiluminador de
luz UVMR (Labnet, Edison, NJ). Se secuenciaron muestras representativas de
ADNmt de los diferentes biotipos de mosca blanca, asi como de los productos de
PCR de los Begomovirus encontrados, y las secuencias obtenidas fueron

comparadas con la base de datos del GenBank.

Patogenicidad. La prueba de transmision de virus por mosquita blanca en
calabacita se realizO en periodo febrero-marzo del 2014. Se efectu6 en
condiciones controladas utilizando jaulas preparadas con dos vasos de
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poliestireno expandido de 1 litro de capacidad, con ventanas cubiertas con tela
de organza. La colecta de mosquita blanca se llevd a cabo mediante un
succionador bucal en un lote de calabacita con sindromes virales. Para conocer
la patogenicidad del virus se introdujeron 30 mosquitas blancas por jaula, las
cuales contenian una planta de calabacita var. Gray Zucchini. En cinco jaulas se
introdujeron mosquitas blancas y dos se dejaron como testigo. Se llevaron a cabo
revisiones periddicas durante tres semanas para detectar la posible aparicion de

sintomas virales.

Identificacion de Begomovirus en tejido vegetal. De las plantas utilizadas en la
prueba de patogenicidad que mostraron sintomas de virosis, se colectaron
muestras de hojas sintomaticas de calabaza var. Grey zucchini para la deteccion
del virus. De las hojas de calabacin se extrajo el DNA con el DNeasy Plant Kit
(QIAGENP). Se usaron los mismos oligonucleétidos degenerados prv324 y CoPR
para detectar begomovirus. Las reacciones de PCR y la amplificacion del DNA
se realizaron de forma similar que en la identificacion de begomovirus en el

vector.

Filogenia del virus. Las secuencias consenso se editaron y ensamblaron con la
opcion CAP (Contig Assembly Program) del Sofware BioEdit 7.2.5 (Tom Hall Ibis
Biosciences) (Hall, 2004). En el analisis evolutivo, todas las secuencias consenso
se alinearon con el programa ClustalW (Thompson et al., 1994) incluido en el
software MEGA 7 (Kumar et al., 2016). Las reconstrucciones filogenéticas de los
datos se realizaron con el método de maxima parsimonia, utilizando el algoritmo
Subtree-Pruning-Regrafting, opcién de busqueda (nivel=1) con el arbol inicial por
adicion al azar (10 repeticiones) y los espacios faltantes se consideraron como
deleciones completas. Para calcular los valores de confianza de los clados del
arbol, se realiz6 una prueba de bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein,
1985). La secuencia obtenida se depositd en la base de datos del GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Manejo integrado en campo

El trabajo se estableci6 en tropico seco en condiciones de campo durante el ciclo

invierno-primavera del 2014 y 2015 en el campo experimental del CSAEGro.

Material genético

Los genotipos utilizados en el presente estudio fueron el Depredator y el Grey

Zucchini, ambos tipo Zucchini de la compafia Seminis® seeds.
Insecticidas

Los insecticidas usados en el presente estudio se describen en el Cuadro 1, se
usaron las dosis recomendadas por el fabricante.

Cuadro 1. Caracteristicas de los insecticidas utilizados.

Producto Empresa Ingrediente activo  Grupo quimico

Confidor® Bayer imidacloprid Neonicotinoide

Benefit® Agricola Innovacion Azadiractina Botanicos

SAF-T-SIDE  DISTRIBUCIONES IMEX  Aceite parafinico de Aceite mineral derivado
petrdleo de petréleo

Oberon® Bayer spiromesifen Derivados de los

Movento® Bayer spirotetramat acidos tetronico y

tetramico

Muralla max  Bayer imidacloprid+ Neonicotinoide/Piretroides

betacyfluthrim

Fuente: Sparks y Nauen (2015).
Tratamientos y disefio experimental

Se utilizd6 un disefio experimental de parcelas divididas, con parcelas grandes
arregladas como bloques completos al azar. Las parcelas grandes
correspondieron a los dos genotipos y las parcelas chicas, a los insecticidas; se

utilizaron cuatro repeticiones, los tratamientos se describen en el Cuadro 2.

Las unidades experimentales estuvieron constituidas de 3 a 1.60 m de
separacion y de 5 m de longitud; con 0.45 m de distancia entre matas y 2 plantas
por mata. La densidad poblacional fue de 66 plantas por unidad experimental. La
parcela util fue el surco central. Se hicieron tres aplicaciones a intervalos de siete
dias, con una mochila motorizada Arimitsu® (ModeloSD-260D), con una boquilla

de 2 puntas de abanico plano KS-K6 a 80 psi. Con un gasto de 300 y 400 L hat
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en el primer y segundo experimento, respectivamente. Se ajusto el pH del agua

a7 (Agrex® ABC) y se afadi6é coadyuvante (Inex-A®) a 1 ml L.

Cuadro 2. Tratamientos evaluados en condiciones de campo durante los ciclos 2014 y

2015, contra Bemisia tabaci en el cultivo de calabaza (Cucurbita pepo).

Trat. Productos

T1  imidacloprid (Confidor® SC 350, Bayer)

T2 Azadiractina (Benefit® 3 % CE, Agricola Innovacion)

T3 Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE 80 %, DISTRIBUCIONES IMEX)

T4 imidacloprid+spiromesifen (Oberon® 22.86 %. SC, Bayer)

T5 imidacloprid (Confidor®)+spirotetramat (Movento® 15.30%. OD, Bayer)

T6 spiromesifen (Oberon®)+Azadiractina (Benefit®)

T7 spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE)

T8 spiromesifen (Oberon®)+imidacloprid+betacyfluthrim (Muralla max 300 OD, Bayer)
T9  spirotetramat (Movento®)+Azadiractina (Benefit®)

T10 spirotetramat (Movento®)+Aceite parafinico de petrdleo (SAF-T-SIDE)

Variables de estudio y analisis de datos
Adultos y ninfas de Bemisia tabaci

Para determinar el nimero de individuos por tratamiento, se muestrearon dos
foliolos, uno del tercio superior de la planta y otro del tercio medio. Lo anterior en
base a los habitos migratorios de B. tabaci y colonizar las partes apicales de la
planta, observandose una mayor preferencia de oviposicion en el estrato superior

de la planta.

Asi mismo, se ha demostrado que las ninfas son mas predominantes en la
porcién media de la planta. Estos foliolos se tomaron de 5 plantas por unidad
experimental, con un total de 40 foliolos por tratamiento, para registrar el nimero
de ninfas y adultos. Los muestreos se realizaron antes de cada aplicacion de los

tratamientos y 7 dias después de la ultima aplicacion.
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Porcentaje de reduccion de moscas blancas (PRMB)

Con los datos obtenidos se determiné el porcentaje de reduccion del nimero de
moscas blancas (adultos y ninfas) sobre el control mediante la siguiente formula
(Neupane et al., 2016):

PRMB Numero de moscas en el tratamiento control — Nimero de moscas en el tratamiento 100
= X
Numero de moscas en el tratamiento control

Porcentaje de incidencia y severidad del SLCV

El porcentaje de incidencia de virosis en calabaza se calculé de acuerdo con la
férmula de Mugqit y Akanda (2007):

] . Numero de plantas infectadas
Incidencia de la enfermedad (%) = Total de plantas en Ia parcela x 100

Para evaluar la severidad de virosis, se utilizé la escala de Van Der Plank (1963).
El andlisis de los datos incluyd analisis de varianza individual por afio y genotipo,
combinado a través de genotipos por afio y analisis combinado a través de los
ciclos de cultivo 2014 y 2015 y genotipos. De igual forma, se efectuaron pruebas
de comparaciones multiples de medias utilizando el método de LSD con nivel de
significancia de 5 %. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa
SAS 9.4 (SAS, 2016).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacién morfolégica de mosca blanca

Se identific6 a Bemisia tabaci, los especimenes de cuarto instar ninfal
observadas en microscopio compuesto y confocal, mostraron forma enlongada;
orificio vasiforme estrecho y triangular, con una lingula larga sin extenderse mas
del orificio vasiforme, ensanchada y puntiaguda distalmente (no lobular), dos
setas terminales y tiene la presencia del surco caudal definido que se extiende
desde la parte posterior del opérculo hasta el margen caudal del cuerpo (Figura
2) (Carapia y Castillo, 2013; Hodges y Evans, 2005).

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de Bemisia tabaci, ninfa IV. A) Vista

ventral B) Caracteres del Orificio vaciforme (Ov), seta caudal (SeC), lingula (Li),

opérculo (Op), surco caudal (SuC).
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Deteccion del SLCV en el vector

El analisis de 100 especimenes de mosca blanca colectadas en calabaza (C.
pepo) en Cocula Guerrero, los analisis de PCR y secuenciacion evidenciaron que
los especimenes de B. tabaci portaban al virus de la hoja rizada de la calabaza
(SLCV), lo que result6 en fragmentos de aproximadamente 489 pb
comprobandose la presencia de este virus en 2014. Después de secuenciar los
productos de PCR del ADN del virus obtenido de las moscas blancas se
compararon con las secuencias del GenBank y se encontré en las muestras de
2014 una similitud de 99 % con el virus SLCV.

Patogenicidad

Ocho dias despues de la introduccion de mosquita blanca a las jaulas, se
manifestaron sintomas severos de enrollamiento de la hoja de calabaza, como
enrollamiento de hojas, retraso del crecimiento, epinastia, clorosis intervenal y
moteado de hojas, sindrome que coincide con los descritos por Sufrin y Lapidot
(2011) (Figura 3), asi como por Kuan et al. (2010) y Tahir et al. (2010) quienes
estudiaron el squash leaf curl virus (SLCV) en cucurbitaceas en Taiwan y
Pakistan. Los resultados de esta prueba indicaron que el SLCV transmitido por
B. tabaci en calabacita var. Gray Zucchini es patogeénico; las plantas usadas

como control se mantuvieron libres de la enfermedad (Figura 3).

Deteccién del SLCV en tejido vegetal

De las hojas de plantas inoculadas con SLCV por medio de B. tabaci, aunado a
los analisis de PCR y secuenciacion, se encontro que las hojas con sintomas de

virosis obtenidas de la prueba de patogenicidad, eran portadoras del SLCV.
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Prueba de patogenicidad

Con SLCV

M..)—b\\
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}
Con SLCV Con SLCV

Figura 3. Sintomas de SLCV. Planta sana (superior izquierda) y plantas
infectadas con Squash leaf curl virus (inferior izquierda, y superior e inferior
derecha).

Andlisis filogenético

La secuencia del genoma del virus obtenida del vector y tejido vegetal se depositd
en el Banco de Genes (Genbank) del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (accesion KX620946.1 DAAV-m y KX620948.1 DAAV-2). El
analisis filogenético mostr6 que el SLCV encontrado en vector y tejido en
Guerrero, México estuvo estrechamente relacionado con las accesiones de
SLCV reportadas en El Cairo (DQ285019) y El Valle Imperial de California (USA)
(DQ285016) con valor bootstrap del 96 % en ambos casos; ademas estas
accesiones de origen americano y la de Medio Oriente, se diferenciaron del grupo
de accesiones asiaticas (AM260206, EU47910 y EFQ99774) (75 y 82 %

respectivamente) (Figura 4).
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Figura 4. Arbol filogenético del SLCV en vector (A) y en tejido vegetal (B),
obtenido con el método de maxima parsimonia utilizando el algoritmo Subtree-
Pruning-Regrafting. Los valores de confiabilidad de los nodos se formaron con
1000 repeticiones bootstrap. Letra remarcada, cepas evaluadas en este

estudio.
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Manejo integrado en campo

Adultos y ninfas de B. tabaci
Andlisis individual por afio y genotipo. Se encontraron diferencias significativas,

para afios y genotipos en todos los muestreos; en el genotipo Depredator, la
mayor incidencia de adultos de mosca blanca (AMB) se registré en el muestreo
4 del ciclo invierno-primavera del 2015 (I-P 2015) con 1.67 individuos, en el
muestreo cuatro del ciclo invierno-primavera del 2014 (I-P 2014), se registré el
menor promedio de incidencia de AMB (0.49). La mayor poblacion de ninfas de
mosca blanca (NMB) se registro en el muestreo 3 (1.59) y 4 (0.97) de los ciclos
I-P 2014 y 2015, respectivamente (Cuadro 3). En el genotipo Grey zucchini, se
encontré que en los muestreos 2 y 1 hubo la menor incidencia de ninfas con un
promedio de 0.54 y 0 en los ciclos I-P 2014 y 2015, respectivamente. El mayor
promedio de ninfas se obtuvo en el muestreo 4 con 2.01 especimenes en el ciclo
I-P 2015 (Cuadro 3).

En el genotipo Depredador, los tratamientos con imidacloprid (Confidor®),
imidacloprid+spiromesifen (Oberon®) y spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico
de petréleo (SAF-T-SIDE), en el ciclo I-P 2014 registraron la menor incidencia de
AMB, en el resto de los tratamientos la poblacion fluctu6 de 1 a 1.31 en promedio.
En el ciclo I-P 2015 los productos imidacloprid (Confidor®) y Azadiractina
(Benefit®) mostraron el mejor desempefio porgue registraron el menor promedio
de AMB (Cuadro 3). El menor promedio de NMB en el ciclo I-P 2014 se obtuvo
con los productos spiromesifen (Oberon®)+imidacloprid+betacyfluthrim (Muralla
max), spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE)
eimidacloprid (Confidor®). Durante el ciclo I-P 2015 el Azadiractina (Benefit®)
mostro los mejores resultados al evindenciar el menor promedio de NMB con
0.48, en el resto de tratamientos la incidencia de la plaga fluctu6 de 0.5 a 0.75
(Cuadro 3).

El genotipo Grey Zucchini en los ciclos I-P 2014 y 2015, los tratamientos que
mostraron la menor poblacién de AMB fueron el spirotetramat (Movento®)+Aceite

parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE) y imidacloprid (Confidor®)+spirotetramat
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(Movento®) respectivamente. El menor promedio de NMB en el ciclo I-P 2014 se
obtuvo con imidacloprid (Confidor®), Azadiractina (Benefit®) y spirotetramat
(Movento®)+Azadiractina (Benefit®); mientras que en el ciclo I-P 2015 los
insecticidas que provocaron la menor incidencia de NMB fueron spiromesifen

(Oberon®)+imidacloprid+betacyfluthrim (Muralla® max) (Cuadro 3).

Andlisis combinado a través de genotipos por afio. En el ciclo ciclo I-P 2014, no
existio diferencia estadistica entre genotipos en AMB y NMB, los muestreos y
tratamientos en ambas caracteristicas exhibieron diferencias significativas. El
muestro 3 y el insecticida botanico Azadiractina (Benefit®) consiguieron obtener
el menor promedio de AMB. Ademéas en el muestreo 2 y con el uso de los
insecticidas spiromesifen (Oberon®) + imidacloprid + betacyfluthrim (Muralla®

max), se percibié el menor promedio de NMB (Cuadro 4).

Por otra parte en el ciclo I-P 2014, se detecto6 diferencia significativa Unicamente
para genotipos y muestreos; el genotipo Grey Zucchini logré obtener la menor
incidencia de AMB, en cuanto a NMB el menor promedio lo obtuvo el genotipo
Depredator. Fue el primer muestreo el que exhibid la menor poblacion de AMB y
NMB; a pesar de que en los tratamientos mostraron un comportamiento
estadistico similar, los insecticidas spiromesifen (Oberon®) + imidacloprid +
betacyfluthrim (Muralla® max), lograron registrar la menor presencia de la plaga
(Cuadro 4).

Andlisis combinado a través de los ciclos de cultivo, genotipos y muestreos. En
el nimero de AMB, solo existid diferencia significativa para ciclos de cultivo,
muestreo y tratamientos; en el ciclo I-P 2015, primer muestreo y el tratamiento
con spiromesifen (Oberon®) + imidacloprid + betacyfluthrim (Muralla® max),
fueron los mas destacados ya que se sostuvo el menor promedio de AMB. Para
el numero de NMB solamente se detectd diferencia significativa en el factor
genotipo, muestreo y tratamientos; de tal manera que igualmente que para AMB
en el primer muestreo y con spiromesifen (Oberon®) + imidacloprid +
betacyfluthrim (Muralla® max), se obtuvo la menor incidencia de la plaga NMB
(Cuadro 5).
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Cuadro 3. Andlisis individual por afio y genotipo, sin incluir al tratamiento testigo del ciclo de cultivo 2014 y 2015, del

namero de adultos (AMB) y ninfas (NMB) de Bemisia tabaci, en el cultivo de calabaza (Cucurbita pepo).

Genotipo Depredator Genotipo Grey Zucchini
Ciclo invierno-primavera Ciclo invierno-primavera Ciclo invierno-primavera Ciclo invierno-primavera
2014 2015 2014 2015
AMB NMB AMB NMB AMB NMB AMB NMB
Muestreo

1 1.08 bt Oc 1.04b 0.71b 0.87b 0.3c Ob 0.45b

2 1.46 a 0.19 bc 154 a 0.28 ¢ 0.54¢c 0.49 ab 0.49 a 0.43b

3 1.19ab 159a 0.81b 0.47c 0.58 c 0.6 ab 0.47 a 0.21c

4 0.49c 0.45 bc 1.67 a 0.97 a 117 a 0.47b 04a 201la
DSH 0.29 0.30 0.33 0.19 0.20 0.13 0.11 0.22
Trat.

T1 09a 0.29d 1b 0.6a 0.73 ab 0.42 a 0.38 ab 0.92 a
T2 l1la 0.44 bcd 1b 0.48 a 0.88 ab 0.42 a 0.31ab 0.88 ab
T3 la 0.5 bcd 1.4 ab 0.75a 0.92 a 0.46 a 0.31 ab 0.81 ab
T4 0.94a 0.83 abc 1.08b 0.69 a 0.81 ab 0.52 a 0.31 ab 0.81 ab
T5 13la 0.4 bc 1.4 ab 0.65a 0.83 ab 0.46 a 0.25b 0.75 ab
T6 1.08 a 0.63 abcd 1.31ab 0.69 a 0.75 ab 0.52 a 0.44 a 0.85ab
T7 0.96 a 0.29d 1.67 a 0.65a 0.92 ab 0.48 a 0.31 ab 0.77 ab
T8 l11la 0.27 d 1.14b 0.55a 0.66 ab 0.45a 0.34 ab 0.55b
T9 1.04 a 1.04 bcd 1.13b 05a 0.79 ab 0.42 a 0.4 ab 0.65 ab
T10 l1la 0.9 bcd 1.48 ab 05a 0.58 b 05a 0.35ab 0.73 ab
DSH 0.46 0.47 0.52 0.30 0.32 0.21 0.18 0.34

TValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (LSD, a=0.05). AMB= Numero de adultos de mosca blanca,
NMB= Numero de ninfas de mosca blanca. DSH: Diferencia Significativa Honesta de LSD. T1: imidacloprid (Confidor® SC 350, Bayer), T2: Azadiractina
(Benefit® 3 % CE, Agricola Innovacion), T3: Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE 80 %, DISTRIBUCIONES IMEX), T4: imidacloprid+spiromesifen (Oberon®
22.86 %. SC, Bayer), T5: imidacloprid (Confidor®)+spirotetramat (Movento® 15.30 %. OD, Bayer), T6: spiromesifen (Oberon®)+Azadiractina (Benefit®), T7:
spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE), T8: spiromesifen (Oberon®)+imidacloprid y betacyfluthrim (Muralla max 300 OD, Bayer),
T9: spirotetramat (Movento®)+Azadiractina (Benefit®), T10: spirotetramat (Movento®)+Aceite parafinico de petrdleo (SAF-T-SIDE).
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Cuadro 4. Analisis combinado a través de genotipos por afio, sin incluir al tratamiento testigo
del ciclo de cultivo 2014 y 2015, sobre el nimero de adultos (AMB) y ninfas (NMB) de Bemisia
tabaci, en el cultivo de calabaza (Cucurbita pepo).

Ciclo invierno-primavera 2014 Ciclo invierno-primavera 2015
AMB NMB AMB NMB
Genotipo
Depredador 1.05 af 0.56 a 0.79 a 0.46 b
Grey Zucchini  1.26 a 0.61 a 0.34b 0.77 a
DSH 0.69 0.49 0.15 0.19
Muestreo
1 1.06b 0.35c 0.43b 0.38b
2 15a 0.24 c 0.52b 0.46 b
3 1.0b 1.03 a 0.53b 0.40b
4 1.08b 0.71b 0.78 a 1.24 a
DSH 0.22 0.18 0.11 0.13
Trat.
T1 0.95a 0.45a 0.55a 0.67 a
T2 1.05a 0.46 a 0.59 a 0.65a
T3 1.20 ab 0.63 a 0.61a 0.64 a
T4 1.01 ab 0.76 a 0.56 a 0.67 a
T5 1.35ab 0.52 ab 0.54 a 0.60 a
T6 1.20 ab 0.66 ab 0.59 a 0.69 a
T7 1.32 abc 0.47 abc 0.62 a 0.63 a
T8 1.13 abc 0.41 abc 0.50 a 0.50 a
T9 1.08 abc 0.77 abc 0.59 a 0.53 a
T10 1.29 abc 0.7 abc 0.47 a 0.61a
DSH 0.34 0.28 0.18 0.20

TValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (LSD, a=0.05). AMB= Numero
de adultos de mosca blanca, NMB= Numero de ninfas de mosca blanca. DSH: Diferencia Significativa Honesta de LSD. T1:
imidacloprid (Confidor® SC 350, Bayer), T2: Azadiractina (Benefit® 3 % CE, Agricola Innovacién), T3: Aceite parafinico de
petréleo (SAF-T-SIDE 80 %, DISTRIBUCIONES IMEX), T4: imidacloprid+spiromesifen (Oberon® 22.86 %. SC, Bayer), T5:
imidacloprid (Confidor®)+spirotetramat (Movento® 15.30 %. OD, Bayer), T6: spiromesifen (Oberon®)+Azadiractina (Benefit®),
T7: spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE), T8: spiromesifen (Oberon®)+imidacloprid y
betacyfluthrim (Muralla max 300 OD, Bayer), T9: spirotetramat (Movento®)+Azadiractina (Benefit®), T10: spirotetramat
(Movento®)+Aceite parafinico de petrdleo (SAF-T-SIDE).
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Cuadro 5. Andlisis combinado a través de los ciclos de cultivo 2014 y 2015, genotipos y muestreos, sin incluir al

tratamiento testigo, sobre el nimero de adultos (AMB) y ninfas (NMB) de Bemisia tabaci, en el cultivo de calabaza

(Cucurbita pepo).
AMB NMB
Afio
2014 1.16 at 0.58 a
2015 0.56 b 0.62 a
DSH 0.19 0.27
Genotipo
Depredador 0.92 a 0.51b
Grey Zucchini 0.80 a 0.69 a
DSH 0.23 0.17
Muestreo
1 0.75b 0.36 c
2 1.01a 0.35c
3 0.76 b 0.72b
4 0.93 a 0.97 a
DSH 0.16 0.14
Trat
Tl 0.75b 0.56 ab
T2 0.82 ab 0.55ab
T3 0.91 ab 0.63 a
T4 0.79 ab 0.71a
T5 0.95a 0.56 ab
T6 0.9ab 0.67 a
T7 0.97 a 0.55ab
T8 0.81 ab 0.45b
T9 0.84 ab 0.65a
T10 0.88 ab 0.66 a
DSH 0.19 0.17

fValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (LSD, a=0.05). AMB= Numero de adultos de mosca blanca, NMB= NGmero de ninfas
de mosca blanca. DSH: Diferencia Significativa Honesta de LSD. T1: imidacloprid (Confidor® SC 350, Bayer), T2: Azadiractina (Benefit® 3 % CE, Agricola Innovacién), T3: Aceite
parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE 80 %, DISTRIBUCIONES IMEX), T4: imidacloprid+spiromesifen (Oberon® 22.86 %. SC, Bayer), T5: imidacloprid (Confidor®)+spirotetramat
(Movento® 15.30 %. OD, Bayer), T6: spiromesifen (Oberon®)+Azadiractina (Benefit®), T7: spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE), T8: spiromesifen
(Oberon®)+imidacloprid y betacyfluthrim (Muralla max 300 OD, Bayer), T9: spirotetramat (Movento®)+Azadiractina (Benefit®), T10: spirotetramat (Movento®)+Aceite parafinico de
petréleo (SAF-T-SIDE).
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Porcentaje de reduccion de moscas blancas (PRMB)

Analisis individual por afio y genotipo. Para esta variable existié diferencia
altamente significativa en ambos genotipos y ciclos de cultivo. En el genotipo
Depredador durante el ciclo I-P 2014, todos los tratamientos usados tuvieron un
desempefio sobresaliente, el imidacloprid (Confidor®) obtuvo el PRMB mas alto;
en el ciclo I-P 2015 nuevamente el imidacloprid (Confidor®) mostré el PRMB mas
destacado porque obtuvo 97.92 % de RMB. En ambos ciclos de cultivo I-P 2014
y 2015, el PRMB fluctué de 95.55 a 98.06 % (Cuadro 6).

En el genotipo Grey Zucchini, en los ciclos I-P 2014 y 2015, los productos
spirotetramat (Movento®)+Azadiractina (Benefit®) y spiromesifen (Oberon®) +
imidacloprid + betacyfluthrim (Muralla® max), fueron los que exhibieron el mejor
comportamiento, porque en ellos se registré el mayor PRMB con 96.83 y 98.52%,

respectivamente (Cuadro 6).

Cuadro 6. Analisis individual por afio y genotipo, del ciclo de cultivo 2014 y 2015,

del porcentaje de control de Bemisia tabaci en el cultivo de calabaza (Cucurbita
pepo).

Genotipo Depredator Genotipo Grey Zucchini

Trat. Ciclo 2014 Ciclo 2015 Ciclo 2014 Ciclo 2015

T1 0.00 ct 0.00 b 0.00c 0.00 b

T2 98.06 a 97.92 a 96.31 ab 98.04 a

T3 97.08 a 97.64 a 96.79 a 98.11 a

T4 97.39 a 97.56 a 94.04 b 98.35a

T5 97.53 a 96.99 a 95.59 ab 98.12 a

T6 95.55b 97.09 a 94.25b 98.31a

T7 97.01 ab 97.72 a 94.90 ab 97.87 a

T8 96.88 ab 96.99 a 94.93 ab 98.08 a

T9 97.43 a 97.52 a 96.64 a 98.52 a
T10 97.38 a 97.79 a 96.83 a 98.51 a
T11 96.73 ab 97.71a 96.34 ab 98.16 a
DSH 1.48 1.27 2.34 0.83

Valores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (LSD, a=0.05). Diferencia
Significativa Honesta de LSD. T1: Testigo, T2: imidacloprid (Confidor® SC 350, Bayer), T3: Azadiractina (Benefit® 3% CE,
Agricola Innovacién), T4: Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE 80%, DISTRIBUCIONES IMEX), T5:
imidacloprid+spiromesifen (Oberon® 22.86%. SC, Bayer), T6: imidacloprid (Confidor®)+spirotetramat (Movento® 15.30%.
OD, Bayer), T7: spiromesifen (Oberon®)+Azadiractina (Benefit®), T8: spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petréleo
(SAF-T-SIDE), T9: spiromesifen (Oberon®)+imidacloprid y betacyfluthrim (Muralla max 300 OD, Bayer), T10: spirotetramat
(Movento®)+Azadiractina (Benefit®), T11: spirotetramat (Movento®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE).
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Andlisis combinado a través de genotipos por afo. El buen efecto de los
productos utilizados, en comparacion con el testigo permitié que se manifestaran
diferencias significativas en ambos ciclos de cultivo. Se observé que todos los
productos utilizados ejercieron una excelente reduccion de mosca blanca, en los
ciclos I-P 2014 y 2015 el insecticida imidacloprid (Confidor®) provocé el maximo

PRMB manifestado con 97.18 y 97.98%, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de reduccion de moscas blancas Bemisia tabaci (PRMB) a
través de genotipos, en los ciclos de cultivo 2014 y 2015, en el cultivo de calabaza

(Cucurbita pepo).

Andlisis combinado a través de los ciclos de cultivo, genotipos y muestreos.

El PRMB mostré diferencias significativas, los insecticidas utilizados ejercieron
un buen control porque redujeron significativamente el numero de moscas

blancas, de tal modo que los productos spirotetramat (Movento®)+Azadiractina
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(Benefit®), fueron los mas sobresalientes porque evidenciaron un PRMB de

97.63% (Figura 6).
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cultivo de calabaza (Cucurbita pepo).

Porcentaje de incidenciay severidad del SLCV

Andlisis individual por afio y genotipo. Estos dos caracteres fueron afectados

significativamente por el muestreo, y tratamientos en los ciclos de cultivo I-P 2014

y 2015 y ambos genotipos. Los genotipos Depredator y Grey Zucchini en ambos

ciclos de cultivo registraron el menor porcentaje de incidencia (Pl) y severidad

(PS) en el primer muestreo, del mismo modo el Pl y PS exhibi6 un

comportamiento exponencial porque en el Gltimo muestro se registraron los

porcentajes mas altos (Cuadro 7).

En ambos genotipos, Depredator y Grey Zucchini durante el ciclo P-1 2014, los

insecticidas imidacloprid (Confidor®)+spiromesifen (Oberon®), consiguieron el
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menor Ply PS con 13.33 y 5.56% de incidencia y para severidad 3.89 y 1.39%
respectivamente; mientras que en el ciclo P-I 2015 se observdé una notable
reduccion del Pl y PS en los dos genotipos con el uso del insecticida de origen
vegetal Azadiractina (Benefit®), porque solo obtuvieron 16.67,15.56% de

incidenciay 7.78, 8.89% de severidad, respectivamente (Cuadro 7).

Andlisis combinado a través de genotipos por afio. El genotipo no se diferencid
estadisticamente, sin embargo en el genotipo Depredador se registré el menor
Pl y PS en los dos ciclos de cultivo (2014 y 2015); en el factor muestreo y
tratamientos se detectaron diferencias significativas, de tal modo que en el primer
muestreo de los ciclos I-P 2014 y 2015, se identificé un reducido Pl y PS, que
incrementd significativamente a través del tiempo en los muestreos posteriores;
de manera semejante a los insecticidas imidacloprid (Confidor®)+spiromesifen

(Oberon®), se les atribuyd el menor Pl y PS (Cuadro 8).

Andlisis combinado a través de los ciclos de cultivo, genotipos y muestreos. Los
ciclos de cultivo 2014-2015 y los genotipos no se diferenciaron estadisticamente,
por otro lado los promedios indicaron que existieron diferencias estadisticas en
los factores muestreo y tratamientos. A pesar de no existir evidencia significativa
en el ciclo I-P 2015 vy genotipo Depredator se obtuvo el minimo Pl y PS, y
nuevamente los insecticidas que provocaron la manor incidencia y severidad de

virosis fueron el imidacloprid (Confidor®)+spiromesifen (Oberon®) (Cuadro 9).
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Cuadro 7. Analisis individual por afio y genotipo, sin incluir al tratamiento testigo del ciclo de cultivo 2014 y 2015,

del porcentaje de incidencia (Pl) y severidad (PS) del Squash leaf curl virus en el cultivo de calabaza (Cucurbita

pepo).

Genotipo Depredador Genotipo Grey Zucchini
Ciclo invierno-primavera Ciclo invierno-primavera Ciclo invierno-primavera Ciclo invierno-primavera
2014 2015 2014 2015
Pl PS Pl PS Pl PS Pl PS
Muestreo

1 27.67 bt 11.33b 26 b 9.67b 22.67b 9.83b 20.33 b 8.42Db

2 39.67 a 16.25 ab 45.33 a 17.33 a 37.33a 14.17 ab 40 a 15.17 a

3 50.67 a 20.67 ab 53.67 a 2258 a 45 a 17.08 ab 46 a 20.17 a
DSH 11.76 7.08 10.45 6.08 15.26 7.51 12.81 6.50
Trat.

T1 22.22 cd 8.33b 31.11 cd 13.06 ab 18.89 bc 5b 24.44 bc 9.44 b
T2 31.11 cd 10b 16.67 d 7.78 b 26.67 b 8.06 b 15.56 ¢ 8.89 b
T3 3l.11cd 8.33b 51.11abc 25a 35.56 b 10.56 b 53.33 a 2583 a
T4 13.33d 3.89b 33.33bcd 125ab 556 ¢ 1.39b 23.33 bc 11.39b
TS5 40 c 1472 Db 18.89d 8.33b 32.22b 11.39b 33.33 abc 10.83 b
T6 33.33 cd 13.33b 61.11ab  21.39ab  22.22hc 75b 3556abc  11.94b
T7 31.11 cd 10b 44.44 abcd 17.5ab 35.56 b 8.89 b 3556 abc  16.67 ab
T8 37.78 ¢ 13.61b 47.78 abc  18.33 ab 36.67 b 1194 b 41.11 ab 19.44 ab
T9 64.44 a 34.72 a 63.33 a 2417 a 60 a 33.06 a 56.67 a 17.5ab
T10 88.89 b 43.89 a 48.89 abc 17.22 ab 76.67 a 39.17 a 35.56 abc 13.89b
DSH 21.48 12.92 27.86 13.72 19.08 11.09 23.40 11.87

TValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (LSD, a=0.05). DSH: Diferencia Significativa Honesta
de LSD. T1: imidacloprid (Confidor® SC 350, Bayer), T2: Azadiractina (Benefit® 3% CE, Agricola Innovacion), T3: Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-
SIDE 80%, DISTRIBUCIONES IMEX), T4: imidacloprid+spiromesifen (Oberon® 22.86%. SC, Bayer), T5: imidacloprid (Confidor®)+spirotetramat
(Movento® 15.30%. OD, Bayer), T6: spiromesifen (Oberon®)+Azadiractina (Benefit®), T7: spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-
SIDE), T8: spiromesifen (Oberon®)+imidacloprid y betacyfluthrim (Muralla max 300 OD, Bayer), T9: spirotetramat (Movento®)+Azadiractina (Benefit®),
T10: spirotetramat (Movento®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE).
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Cuadro 8. Analisis combinado a través de genotipos por afio, sin incluir al tratamiento testigo del ciclo de cultivo

2014y 2015, del porcentaje de incidencia (Pl) y severidad (PS) del Squash leaf curl virus en el cultivo de calabaza

(Cucurbita pepo).
Ciclo invierno-primavera 2014 Ciclo invierno-primavera 2015
Pl PS PI PS
Genotipo
Depredador 39.33 af 16.08 a 35.00 a 13.69 a
Grey Zucchini 41.67 a 16.53 a 35.44 a 14.58 a
DSH 44.18 16.77 53.69 18.70
Muestreo
1 26.83 c 10.50 c 2150 b 9.13b
2 4250 b 16.79b 38.67 a 14.67 a
3 52.17 a 2163 a 4550 a 18.63 a
4 9.02 4.79 7.81 4.16
DSH
Trat.
T1 26.67 cd 10.69 bc 21.67 def 722 e
T2 23.89d 8.89 bc 21.11 ef 8.47 de
T3 41.11 bc 16.67 bc 44.44 ab 18.19 bc
T4 23.33d 8.19c 14.44 f 6.39 e
T5 29.44 cd 11.53 bc 32.78 bcde 11.11 de
T6 47.22 b 17.36 b 28.89 cde 9.72 de
T7 37.78 bcd 13.75 bc 35.56 bcd 12.78 cde
T8 42.78 bc 15.97 bc 38.89 bc 15.69 cd
T9 63.89 a 29.44 a 58.33 a 25.28 ab
T10 68.89 a 30.56 a 56.11 a 26.53 a
DSH 16.47 8.74 14.26 7.59

TValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (LSD, a=0.05). DSH: Diferencia Significativa Honesta
de LSD. T1: imidacloprid (Confidor® SC 350, Bayer), T2: Azadiractina (Benefit® 3% CE, Agricola Innovacion), T3: Aceite parafinico de petréleo (SAF-
T-SIDE 80%, DISTRIBUCIONES IMEX), T4: imidacloprid+spiromesifen (Oberon® 22.86%. SC, Bayer), T5: imidacloprid (Confidor®)+spirotetramat
(Movento® 15.30%. OD, Bayer), T6: spiromesifen (Oberon®)+Azadiractina (Benefit®), T7: spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-
T-SIDE), T8: spiromesifen (Oberon®)+imidacloprid y betacyfluthrim (Muralla max 300 OD, Bayer), T9: spirotetramat (Movento®)+Azadiractina (Benefit®),

T10: spirotetramat (Movento®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-SIDE).
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Cuadro 9. Analisis combinado a través de los ciclos de cultivo 2014 y 2015 y
genotipos, sin incluir al tratamiento testigo, del porcentaje de incidencia (PI) y

severidad (PS) del Squas leaf curl virus en el cultivo de calabaza (Cucurbita pepo).

PI PS
Afio
2014 40.50 at 16.31 a
2015 35.22 a 1414 a
DSH 7.43 4.10
Genotipo
Depredador 37.17 a 14.89 a
Grey Zucchini 38.56 a 15.56 a
DSH 22.43 8.10
Muestreo
1 24.17 c 9.81c
2 40.58 b 15.73 b
3 48.83 a 20.13 a
4 6.25 3.35
DSH
Trat.
Tl 24.17 ed 8.96 cd
T2 22.50 ed 8.68 cd
T3 42.78 b 17.43 b
T4 18.89 e 7.29d
T5 31.11 cd 11.32 bcd
T6 38.06 bc 13.54 bc
T7 36.67 bc 13.26 bcd
T8 40.83 bc 15.83 b
T9 61.11 a 27.36 a
T10 62.50 a 28.54 a
DSH 11.41 6.12

TValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (LSD, a=0.05).
Diferencia Significativa Honesta de LSD. T1: imidacloprid (Confidor® SC 350, Bayer), T2: Azadiractina
(Benefit® 3% CE, Agricola Innovacién), T3: Aceite parafinico de petrdleo (SAF-T-SIDE 80%,
DISTRIBUCIONES IMEX), T4: imidacloprid+spiromesifen (Oberon® 22.86%. SC, Bayer), T5: imidacloprid
(Confidor®)+spirotetramat  (Movento® 15.30%. OD, Bayer), T6: spiromesifen (Oberon®)+Azadiractina
(Benefit®), T7: spiromesifen (Oberon®)+Aceite parafinico de petroleo (SAF-T-SIDE), T8: spiromesifen
(Oberon®)+imidacloprid 'y betacyfluthrim (Muralla max 300 OD, Bayer), T9: spirotetramat
(Movento®)+Azadiractina (Benefit®), T10: spirotetramat (Movento®)+Aceite parafinico de petréleo (SAF-T-
SIDE).

La mosca blanca Bemisia tabaci (Gennadius) y sus biotipos se han convertido en
una gran amenaza para la agricultura en todo el mundo, especialmente cultivos
a cielo abierto debido al dafio directo que infringen y su capacidad para transmitir

virus.
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En la presente investigacion se encontrd que la mayor incidencia de AMB y NMB
asi como el Pl y PS se manifesté en el genotipo de calabaza Grey Zucchini. Al
respecto, la preferencia de la mosca blanca por las plantas de calabaza Grey
Zucchini podria estar asociada con uno o mas de los cambios inducidos por virus
como clorosis y amarillamiento de las venas. Asi por ejemplo, Shrestha et al.
(2017) estudiaron efectos mediados por el hospedante del virus amarillento de la
vejiga de la calabaza transmitido por mosca blanca, su comportamiento y aptitud,
reportaron que las plantas de calabaza infectadas exhibieron distintos sintomas
de amarillamiento de las venas y areas de hojas verdes claras y venas amarillas,
lo que podria provocar que las moscas blancas segun los autores orienten hacia
las plantas infectadas, en este caso en particular el genotipo Grey zucchini es
susceptible al begomovirus. De este modo se puede mencionar en base al
antecedente mencionado que la mayor incidencia de adultos y ninfas de B. tabaci
se encontrd en el genotipo Grey Zucchini porque en general mostré una clorosis

generalizada durante todo el ciclo de cultivo en 2014 y 2015.

Por otra parte, la menor y mayor incidencia de AMB y NMB asi como el Pl y PS
se manifesto en el primer y ultimo muestreo, respectivamente; Syed et al. (2016)
analizaron la dinAmica de poblacion de Bemesia tabaci en el cultivo de mostaza
Brassica campestris L., los reportes mostraron que la poblacion media de mosca
blanca vario en las diferentes fechas de evaluacion y fenologia del cultivo. Del
mismo modo los autores refieren que ademas de que la dinamica de poblacion
se relaciona con la fenologia del cultivo, la temperatura juega un papel importante
porque reportaron que la incidencia baja de la plaga se registré en invierno
(diciembre) e incremento significativamente en primavera (marzo). Los resultados
obtenidos en el presente estudio, corroboran lo que reporté Curnutte et al. (2014)
quienes evaluaron el efecto de la temperatura sobre el comportamiento biolégico
de B. tabaci; reportaron que la oviposicidn, la supervivencia de las ninfas y la
reproduccion fueron afectadas significativamente por la temperatura. La relacion
entre la severidad y la temperatura observada en este trabajo, coincide con lo
reportado por Ali et al. (2014) quienes estudiaron el geminivirus de la hoja rizada

del algoddén, basados en modelos predictivos con variables ambientales, y
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reportaron que las temperaturas entre 37.16 y 37.78 ° C, propician el desarrollo
de la enfermedad; sin embargo, la temperatura promedio minima de 27.43 ° C
fue favorable para la incidencia de geminivirus en algodén y mostré efecto

significativo durante dos ciclos de cultivo.

La aplicacién de insecticidas sigue siendo la forma més efectiva de controlar B.
tabaci en la produccién agricola, y los insecticidas utilizados incluyen
organofosforados, carbamatos, piretroides, reguladores del crecimiento de
insectos y neonicotinoides. Sin embargo, debido al uso indebido de
insecticidas, B. tabaci ha desarrollado una alta resistencia a muchos insecticidas
de uso comun y especialmente a los neonicotinoides (Wang et al., 2010; Vassiliou
et al., 2011; Kontsedalov et al., 2012) Por lo tanto, para el manejo de B. tabaci se
necesitan nuevos insecticidas que sean amigables con el medio ambiente y que

tengan modos de accidn novedosos.

Los neonicotinoides funcionan al interferir con la transmision neuronal en el
sistema nervioso central. Se unen a los receptores de acetilcolina nicotinicos
(n AChR) en la neurona postsinaptica, actuando como "neurotransmisores falsos"
(agonistas). Esta interferencia con la sefalizacién del neurotransmisor de
acetilcolina provoca la activacion continua del receptor, lo que conduce a
sintomas de neurotoxicidad. Los neonicotinoides tienen mayor afinidad por los
insectos que los mamiferos y otros receptores de vertebrados, por lo que su
toxicidad para los mamiferos es menor que para los insectos y la reversibilidad

de la intoxicacion es mayor (Tomizawa y Casida 2005; Jeschke et al., 2011).

El imidacloprid, un insecticida neonicotinoide, de amplio espectro que tiene altas
propiedades sistémicas, puede transferirse rdpidamente al tallo y hojas de la
planta después de la absorcidon del suelo y causa rapidamente una alta mortalidad
de plagas (Nauen et al., 1999). Esto podria hacerlo efectivo contra las plagas del
complejo de chupadores que incluye a B. tabaci (Wang et al., 2002, Zhang et al.,
2011). Existe evidencia de que el imidacloprid es muy efectivo contra varias
plagas cuando se aplica mediante goteo (Zhang et al., 2011). Van lersel et al.

(2001) encontraron que el imidacloprid proporcion¢ altos niveles de control con
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accion prolongada contra B. tabaci cuando se aplicé en aplicacion en drench en
flor de nochebuena. El imidacloprid aplicado al suelo también manejo6 con éxito a
la plaga vectora de virus, Frankliniella fusca (Hinds) (Thysanoptera: Thripidae), y
redujo la incidencia del virus bronceado del tomate en plantas de tomate y
pimiento (Groves et al., 2001). La aplicacién de imidacloprid en el suelo causé
una mortalidad del 90% de adultos de B. tabaci en algodon después de 48 h
(Paulson et al., 2005), estos resultados con alta efectividad coinciden con el

porcentaje de reduccion de mosca blanca.

Sun y Liu (2016) estudiaron la eficacia de imidacloprid en combinacion con
fertilizante nitrogenado aplicado en plantulas de tomate contra B. tabaci;
encontraron que a dosis de 12 mg i.a plantula - caus6 la mayor mortalidad
de adultos y ninfas de B. tabaci, ademas se registr6 el menor nimero de
huevos. Generalmente, el imidacloprid se dispersa dentro del xilema y se
degrada rapidamente después de la absorcién de la raiz en la planta, y muchos
metabolitos se producen al mismo tiempo (Sur y Stork, 2003). Los metabolitos 4
- hidroxi son activos contra B. tabaci, y la olefina puede tener una toxicidad muy
amplia (Nauen et al., 1999), lo que hace que esta molécula provoque una amplia
reduccion de la incidencia de mosca blanca en los cultivos que sean tratados con
este insecticida. Ademas estos metabolitos prolongan la actividad insecticida
residual de imidacloprid frente a B. tabaci, por lo que se ha encontrado que a 50
dias después de la aplicacion, la mortalidad de B. tabaci todavia ha sido superior
al 60%. Ademas, algunos metabolitos derivados de imidacloprid, como la
imidazolina, también muestran una alta toxicidad para pulgones como Myzus

persicae y Aphis gossypii (Hemiptera: Aphididae) (Nauen et al., 1998b).

Entre los insecticidas botanicos actualmente comercializados, el aceite de neem
es uno de los menos toéxicos para los humanos y muestra una toxicidad muy baja
para los organismos benéficos, por lo que es muy prometedor para el control de
muchas plagas (Campos et al., 2016). El aceite se considera un insecticida de
contacto, que presenta actividad sistémica y translaminar (Cox, 2002). Tiene un

amplio espectro de accion, inhibe la alimentacion, afecta la funcion hormonal en
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etapas juveniles, reduce la ecdisona, desregula el crecimiento, altera el desarrollo
y la reproduccion, suprime la fertilidad, esteriliza, repele la oviposicién y altera los
procesos de muda (Brahmachari, 2004). Poco se sabe sobre el modo de accién
de la azadiractina como inhibidor de la alimentacidén, aunque es posible que
estimule las células implicadas en la inhibicion de la alimentacion, causando

debilidad y muerte por plagas (Brahmachari, 2004).

La azadiractina, la salanina y otros limonoides presentes en el aceite de neem
inhiben la ecdisona 20-monooxigenasa, la enzima responsable de catalizar el
paso final en la conversion de ecdisona a la hormona activa, 20-hidroxiecdisona,
gue controla el proceso de metamorfosis de los insectos. Sin embargo, estos
efectos son probablemente secundarios a la accion de la azadiractina en el
bloqueo de la formacién de microtibulos en células que se dividen activamente
(Morgan, 2009). Ademas, la azadiractina puede inhibir la liberacion de hormona
protroracicotropica y allatotropinas del complejo cerebro-cuerpo cardiaco, lo que
provoca problemas de fertilidad y fecundidad. El meliantriol y el salannin también
acttian para inhibir la alimentacién de insectos. La azadiractina también puede
interferir en la mitosis, de la misma manera que la colchicina, y tiene efectos
histopatoldgicos directos sobre las células epiteliales del intestino de los insectos,
los musculos y los tejidos grasos, resultando en movimientos restringidos y

disminucion de la actividad de vuelo (Qiao et al., 2014).

De Almeida et al. (2014) compararon la eficacia de diversos aceites botanicos
frente a diferentes etapas de la vida de B. tabaci y sus impactos en la transmision
de begomovirus en frijol; reportaron que las ninfas de mosca blanca son la etapa
mas susceptible a los aceites botanicos entre ellos el neem. Los aceites fueron
regularmente efectivos contra los adultos de B. tabaci, los aceites botanicos no
evitaron la transmision del virus del mosaico dorado en frijol; sin embargo citaron
gue se pueden usar varios aceites botanicos para controlar las ninfas de mosca
blanca en programas integrados; los resultado de estos autores coinciden con lo

encontrado en el presente estudio porque con uso del neem como insecticida se
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logré reducir la incidencia de ninfas, pero difieren porque con el insecticida

botéanico se disminuyd el porcentaje de severidad del SLCV en calabaza.

Rehman et al. (2015) investigaron la eficacia comparativa del extracto de neemy
el insecticida lambdacialotrina contra mosca blanca en okra, los autores citaron
que el insecticida lambdacihalotrina y el aceite de neem a 4 y 5% de
concentracion fueron igualmente efectivos contra la mosca blanca en plantas de
okra. Por otra parte Abdel-Razek et al. (2017) evaluaron varios bioplaguicidas
ecologicos contra B. tabaci en dos variedades de tomate de invernadero en
Egipto, encontraron que con el uso de Azadiractina se obtuvo una reduccion de
mas del 80% de mosca, estos resultados son similares a los que se obtuvieron
en nuestro estudio, en donde los resultados en NMB, PS y PRMB disminuy6 con

el uso de Azadiractina (Benefit®).

Nauen et al. (2008) mencionan que el spirotetramat es un insecticida de tercera
generacion, nuevo y miembro de la familia de ketoenol, es totalmente sistémico
y ambimobil, eficaz contra el complejo de chupadores que incluye a la mosca
blanca. Como inhibidor de la biosintesis de lipidos, spirotetramat es
particularmente efectivo contra las etapas inmaduras de las plagas chupadoras
de floema (Wachendorff et al.,, 2002; Nauen et al., 2005). Debido a sus
propiedades Unicas de translocacion, es muy eficaz para controlar plagas ocultas
como afidos de la raiz y para proteger los brotes jévenes y las hojas que aparecen
después de la aplicacion foliar. Spirotetramat no dafia los cultivos, tiene una
excelente fotoestabilidad y una buena actividad residual, y esta activo en un
amplio rango de temperatura (Nauen et al., 2008). Varios informes han indicado
que la sensibilidad a spirotetramat diferia entre etapas adultas e inmaduras de
diversas plagas, incluidas moscas blancas, afidos y trips (Guillén et al., 2014;
Prabhaker et al., 2014).

Peng et al. (2017) monitorearon la resistencia en campo de las etapas inmaduras
de Bemisia tabaci a spirotetramat en China; encontraron que las ninfas fueron

altamente sensibles al spirotetramat, resultados semejantes a los obtenidos en
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el presente estudio en donde con el producto (Movento® Bayer) se registré6 una
menor incidencia de ninfas de mosca blanca.

Prabhaker et al. (2014) estudiaron el efecto del spirotetramat durante un periodo
de 2 afos 19 poblaciones de B. tabaci procedentes de Arizona y California,
informaron que el insecticida fue mas efectiva contra etapas inmaduras que

contra adultos de B. tabaci.

Xie et al. (2011), citan que al utilizar Movento, se tiene buen efecto en el control
de Bemisia tabaci en condiciones de campo; este aumenta cuando se rota con
otros productos de diferente grupo quimico, dichos resultados coinciden con lo
obtenido en el presente estudio con la utilizacién del Movento cuando se empled
en combinacién con otros insecticidas, porque segun Bruck et al. (2009), después
de que penetra a través de la cuticula de la hoja y se transloca como
espirotetramat-enol via xilema y floema, hasta los brotes en crecimiento y hasta

las raices.

Los aceites parafinicos se obtienen de destilados de petréleo y esta bien
documentado su uso para el control de plagas (Buteler y Stadler, 2011), en el
caso de B. tabaci, Cuthbertson y Collins (2015) investigaron la utilizacion del
aceite parafinico como una estrategia de erradicacion de B. tabaci en
invernaderos; reportaron que su uso resulto excelente contra huevos de B. tabaci
con un 100% de mortalidad, y poco menos efectivo contra ninfas de segundo
instar porque registro una efectividad del 69%. En el presente estudio el producto
SAF-T-SIDE® (Aceite parafinico de petréleo), provocé una disminucion

importante de adultos y ninfas de mosca blanca.

Al respecto, Najar et al. (2008) informaron que los aceites derivados de petréleo
tienen diferentes efectos sobre los insectos plaga, que los convierten en una
alternativa de control, entre los que destacan es el bloqueo de espiraculos,
causando que mueran por asfixia, también pueden actuar como venenos al
interactuar con los acidos grasos en el insecto y/o interferir con el metabolismo

normal, ademas pueden alterar la alimentacion de un insecto.
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CONCLUSIONES

Caracteristicas morfolégicas de ninfas perimieron identificar a la poblacién de

mosca blanca como Bemisia tabaci.

Los analisis de PCR, secuenciacion y filogenia confirmaron que los especimenes
de mosca colectadas en el Valle de Cocula, Guerrero México, fueron portadoras
del Squash Leaf Curl Virus (SLCV) (accesion KX620945.1 DAAV-m).

Se confirm6 que SLCV es transmitido por B. tabaci e induce retraso grave del
crecimiento y enrollamiento severo de hojas, ademas las pruebas moleculares y
filogenia permitieron comprobar que muestras de hojas sintomaticas de plantas
de calabaza utilizadas en la prueba de patogenicidad estaban infectadas por
SLCV.

En condiciones de riego en tropico seco en los genotipos Depredador y Grey
Zucchini, la aplicacién de Confidor® (imidacloprid), Oberon® (spiromesifen) +
(Muralla® max) (imidacloprid + betacyfluthrim), Benefit® (Azadiractina), Movento®
(spirotetramat) + SAF-T-SIDE® (Aceite parafinico de petréleo), afectaron
significativamente el numero de adultos y ninfas de B. tabaci en los ciclos de
cultivo 2014 y 2015.

La utilizacion del insecticida Confidor® (imidacloprid) en el genotipo de calabaza
Depredador influyd en el porcentaje de reduccion de la poblacion de mosca

blanca en ambos ciclos de cultivo.

El uso de los productos comerciales Movento® (spirotetramat) + SAF-T-SIDE®
(Aceite parafinico de petrdleo) y Movento® (spirotetramat) + Benefit®
(Azadiractina), en el genotipo Grey Zucchini en los ciclos de cultivo 2014 y 2015,

promovieron la menor incidencia de B. tabaci.

La aplicacién de Confidor® (imidacloprid) + Oberon® (spiromesifen) y Benefit®
(Azadiractina), provocaron la menor incidencia y severidad de virosis generada

por el SLCV en ambos genotipos durante el 2014 y 2015.
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CAPITULO IV.

DIAGNOSTICO Y MANEJO INTEGRADO DE LA PUDRICION DE FRUTOS
EN Cucurbita argyrosperma, CAUSADA POR Sclerotium rolfsii

José F. Diaz-Najera

RESUMEN

La pudricion de frutos es el principal problema fitopatologico del cultivo de
calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma Huber) en el estado de Guerrero. Los
objetivos de este estudio fueron: 1) identificar al agente causal de la pudricion
algodonosa de frutos de calabaza, mediante criterios morfolégicos, patogénicos
y un analisis molecular (ITS1, 5.8S, ITS2); 2) evaluar in vitro cepas de
Trichoderma spp. y fungicidas quimicos, y 3) probar en campo en condiciones de
temporal las cepas que resultaron mas sobresalientes in vitro, en mezcla con los
fungicidas utilizados, durante dos ciclos de cultivo. Se registr6 numero de frutos
sanos y dafados a la cosecha y rendimiento de semilla (kg ha?). Las pruebas
morfoldgicas, patogénicas y moleculares confirmaron la identidad de Sclerotium
rolfsii como patdégeno causante de la pudricion de frutos en calabaza pipiana. En
condiciones in vitro la mayor inhibicién de S. rolfsii la obtuvieron: Trichoderma
virens cepa G-41 (70.72 %), T. asperellum cepa CSAEGro-1 (69 %), y los
fungicidas metalaxil (100 %), pyraclostrobin (100 %), quintozeno (100 %),
cyprodinil + fludioxonil (100 %) y procloraz (100 %). El tiofanato metilico sélo
retrasé el crecimiento (4.17 %). En campo, durante el ciclo Primavera-verano
2015, se encontré que los tratamientos con T. asperellum cepa CSAEGro-1 +
metalaxil, y T. asperellum + cyprodinil + fludioxonil, favorecieron la mayor sanidad

de frutos y rendimiento de semilla en el cultivo.

Palabras clave: Calabaza, Sclerotium rolfsii, pudricién de frutos, Trichoderma,

fungicidas, manejo integrado.
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DIAGNOSIS AND INTEGRATED MANAGEMENT OF FRUIT ROT IN
Cucurbita argyrosperma, CAUSED BY Sclerotium rolfsii

José F. Diaz-Najera

ABSTRACT

Fruit rot is the principal phytopathological problem of pipiana pumpkin (Cucurbita
argyrosperma Huber) in the of Guerrero state. The aims of this research were to
1) identify the causal agent of southern blight on pumpkin fruits by Morphological,
pathogenic, and molecular analysis (ITS1, 5.8S, ITS2). 2) evaluate in vitro
Trichoderma spp. strains and chemical fungicides, and 3) evaluate under rainfed
field conditions, the strains that obtained the best results in vitro, combined with
fungicides during two crop cycles. Number of commercial and non-commercial
fruits at harvest, and seed yield (kg ha?') were registered. Morphological,
pathogenic and molecular characterization identified Sclerotium rolfsii as the
causal agent of rot in pipiana pumpkin fruits. Now, in vitro conditions, the highest
inhibition of S. rolfsii were obtained by Trichoderma virens strain G-41 (70.72 %),
T. asperellum strain CSAEGro-1 (69 %), and the fungicides metalaxyl (100 %),
pyraclostrobin (100 %), quintozene (100 %), cyprodinil + fludioxonil (100%), and
prochloraz (100 %). Thiophanate-methyl only delayed growth (4.17 %). In field
conditions, during the spring-summer 2015 cycle, T. asperellum strain CSAEGro-
1 + metalaxyl, and T. asperellum + cyprodinil + fludioxonil, favored the highest

number of fruits and seed yield in the crop.

Keywords: Pumpkin, Sclerotium rolfsii, fruit rot, Trichoderma, fungicides,

integrated management.
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INTRODUCCION

La calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma Huber) es una planta anual
cultivada en un sistema tradicional de produccion agricola, durante la época de
lluvias. Se siembra durante los meses de mayo y junio, y se cosecha de
septiembre a diciembre (Ayvar et al.,, 2007; Garza et al., 2010). El producto
principal del cultivo de calabaza pipiana es la semilla madura, que tiene gran
aceptacion para el consumo, en diferentes platillos de la cocina mexicana;
ademas, se utiliza en la industria como materia prima para preparar pasta de
mole. El cultivo es atacado por diferentes hongos fitopatdgenos, pero los que
habitan en el suelo son los que causan severos dafios desde el inicio de la
fructificacion hasta la cosecha de frutos (Diaz et al., 2015). La infeccion se
presenta en los frutos que se encuentran en contacto con el suelo y el desarrollo
de la enfermedad es favorecido por condiciones calidas y humedas. Los frutos
de calabaza infectados se pierden porque los patégenos son destructivos (Zitter
et al., 2004).

Al respecto, Diaz et al. (2014) mencionan que el dafio de mayor impacto
econdmico es la pudricidon de frutos poco antes de la cosecha, porque disminuye
drasticamente el rendimiento de semilla y amenaza el éxito de la inversion
econdmica del agricultor. Para disminuir los dafios, se debe combatir el agente
causal, previo diagnostico, a través del manejo integrado, en donde lo mas
recomendable es utilizar diferentes métodos, como el uso de practicas culturales,
asi como la utilizacion de micoorganismos benéficos y la aspersion de productos
quimicos. El uso de fungicidas quimicos es el método preferido por los
agricultores, sin embargo, en el estado de Guerrero es limitada la informacién
sobre el manejo integrado de la pudricion de frutos de calabaza. Ayvar et al.
(2007) y Diaz et al. (2015) han reportado la incidencia de oomicetes y
deuteromicetes en calabaza pipiana; recomiendan aplicar productos especificos
como benomil y metalaxyl, entre otros; sin embargo, la validacion de fungicidas

en el cultivo es muy escasa.
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En el manejo integrado y sustentable se debe incorporar métodos de control que
permitan la reduccién del uso de moléculas quimicas, como la utilizacion del
género Trichoderma, agente de biocontrol con amplias expectativas para el
manejo de hongos en el cultivo de calabaza, porque tiene las ventajas de ser
inocuo para humanos y animales, y no contamina los ecosistemas. Para lograr
éxito en el manejo integrado de la pudricion de frutos en calabaza pipiana, es
importante conocer el historial de las parcelas cultivadas; tener presente la
informacion climéatica y realizar aplicaciones de biocontroladores y fungicidas de

forma preventiva y nunca curativa.

La presente investigacién tuvo como objetivos: a) identificar por medio de
técnicas morfologicas, moleculares y de patogenicidad, al agente causal de la
pudricion algodonosa de frutos en calabaza, b) evaluar in vitro la efectividad
biol6gica de cepas comerciales y nativas de Trichoderma spp. y fungicidas, y c)
probar en campo bajo condiciones de temporal, las dos cepas nativas mas
sobresalientes probadas in vitro, en mezcla con los fungicidas utilizados, durante

dos ciclos consecutivos de cultivo.

MATERIALES Y METODOS

En septiembre y octubre del afio 2014 se colectaron 20 frutos maduros de
calabaza pipiana, en un lote comercial de 60,000 m? establecido en el valle de El
Zoquital, ejido de Apipilulco, municipio de Cocula, Guerrero, en la zona norte del
Estado, localizada entre las coordenadas 18°11°06.30” latitud Norte y
99°37’36.60” longitud Oeste, a 620 msnm. Predomina suelo franco-arcilloso, con
precipitacion y temperatura medias anuales de 1000 mm y 30°C. Se utilizé el
método de muestreo de transecto en W; se colectaron frutos con micelio blanco
algodonoso tipo nido (donde el fruto esta en contacto con el suelo) y con

esclerocios.
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De muestras de frutos maduros de calabaza con sintomas y signos de pudricion,
se cortaron 5 trozos de tejido de 0.5 cm? de la zona de avance de la enfermedad,
se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1.5 % por dos minutos; se lavaron
tres veces consecutivas con agua destilada esterilizada; se sembraron 50
muestras de tejido en cajas Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA)
y se incubaron a temperatura ambiente (£28 °C) con fotoperiodo 12/12 h durante
5 dias. Las colonias fungosas desarrolladas se separaron y se purificaron por

punta de hifa en cajas Petri con PDA.

Del patégeno aislado y purificado se tomaron muestras de micelio, se hicieron
preparaciones temporales en lactofenol, se observaron en el microscopio
compuesto en los objetivos 40X y 100X, las principales caracteristicas de
importancia taxonémica, como son: el color, septaciéon y ramificacion de las hifas;
asi como la presencia de esclerocios, y se compararon con las claves ilustradas

de Watanabe (2002); lo que permitio llevar a cabo la identificacion del hongo.

Para probar la patogenicidad se utilizé una muestra de cinco frutos que se lavaron
con agua corriente del grifo, y se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de
sodio al 0.2 % (NaOCI) durante 2 min. Se lavaron tres veces con agua destilada
esterilizada. Se realiz6 la inoculacién del micelio maduro del hongo, por la técnica
de pinchazo con una aguja de diseccion esterilizada, en el epicarpio del fruto. Los
frutos inoculados se mantuvieron en una cdmara himeda a una humedad relativa
de 70 % y se incubaron durante 7 dias a 28 £+ 2 °C. En los frutos utilizados como

control, se realiz6 sélo el pinchazo con agua destilada estéril.

La extraccion del ADN gendmico del aislamiento se realiz6 a partir de una
muestra de micelio de 7 dias de edad utilizando el kit DNeasyM? (QIAGEN®)
segun las instrucciones del fabricante. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo
utilizando los oligonucleétidos ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3) e ITS4
(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White et al., 1990), los cuales amplifican
los espacios internos transcritos y el gen 5.8S del ADN ribosomal (region ITS) y
generan un producto de talla variable, aproximadamente entre 500 y 600 pares

de bases (pb) (White et al., 1990). Esta practica se realiz6 con una mezcla de
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reaccion en un volumen final de 25 pL, cuyos componentes finales fueron:
amortiguador de reaccién 1X, MgClz 2 mM, dNTP’s 200 nM de cada uno, 20
pmoles de cada oligonucleétido y 1 unidad de Tag DNA polimerasa (Promega).
El programa térmico consisti6 en mantener una temperatura a 94°C durante 2
min, seguido de 35 ciclos a 94-55-72 °C durante 30-30-60 s y una extension final
de 5 min a 72 °C. Los fragmentos amplificados por PCR fueron observados en
un transiluminador de luz UV y secuenciados directamente en un equipo ABI
PRISM® 3700 Genetic Analyzer.

Las secuencias consenso se editaron y ensamblaron con la opcion CAP (Contig
Assembly Program) del Sofware BioEdit 7.2.5 (Tom Hall Ibis Biosciences) (Hall,
2004). En el analisis evolutivo, todas las secuencias consenso fueron alineadas
con el programa ClustalW (Thompson et al., 1994) incluido en el software MEGA
7 (Kumar et al., 2016). Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron para los
datos del ITS1-5.8S-ITS2 con el método de méaxima parsimonia, utilizando el
algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting, opcion de busqueda (nivel=1) con el arbol
inicial por adicion al azar (10 repeticiones) y los espacios faltantes se
consideraron como deleciones completas. Para calcular los valores de confianza
de los clados del arbol, se realizé una prueba de bootstrap con 1000 repeticiones
(Felsenstein, 1985). La secuencia obtenida se deposito en la base de datos del
GenBank.

Ensayo I. Control biologico in vitro del agente causal de la pudricion de

frutos en calabaza

Se utilizaron tres cepas comerciales y tres cepas nativas de Trichoderma spp.;
las del segundo grupo fueron proporcionadas por el laboratorio de Fitopatologia
del Colegio Superior Agropecuario del Estado de Guerrero (CSAEGro), las cuales
se obtuvieron originalmente mediante la técnica de diluciébn en placa y se
reactivaron transfiréndolas en cajas Petri con PDA. De igual forma, las cepas
comerciales se obtuvieron en cultivo puro, con el mismo procedimiento y se
reactivaron en PDA. Los tratamientos evaluados se describen en el Cuadro 1.

Para evaluar la antibiosis de las cepas de Trichoderma, se utilizé la técnica del
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celofan descrita por Patil et al. (2014); primero se cort6 papel celofan, en circulos
de 8.5 cm de diametro, igual a la superficie de la caja Petri; se esteriliz6 y se
coloc6 sobre PDA; con un sacabocado de 0.5 cm de diametro, se cortaron discos
de PDA con colonias de Trichoderma spp. de 3 dias de edad y se colocaron en
el centro de la caja, después de 48 horas de incubacion, se retir6 el papel con las
colonias activas de Trichoderma spp., para que quedaran los metabolitos
secundarios difundidos en el medio de cultivo, en el cual se probo
inmediatamente su efecto fungistatico sembrando en el centro de la caja, PDA
con micelio de la colonia del patdégeno de 3 dias de edad y se incubaron las cajas

a temperatura ambiente de 28+2 °C en el laboratorio.

Cuadro 1. Tratamientos bioldgicos evaluados “in vitro” contra el agente

causal de la pudricién de frutos en calabaza.

Simbologia Cepa Producto
T1 Testigo --
T2 Trichoderma fasciculatum FITHAN
T3 Trichoderma virens cepa G-41 PHC RootMate®
T4 Trichoderma reesei BACTIVA
T5 Trichoderma asperellum cepa CSAEGro-1 Cepa nativa
T6 Trichoderma asperellum cepa CSAEGro-2 Cepa nativa
T7 Trichoderma sp. cepa Santa Teresa Cepa nativa

Los tratamientos se arreglaron en un disefio experimental completamente al azar
con cinco repeticiones. La unidad experimental fue una caja Petride 8.5y 9.0 cm
de diametro, y 1.5 cm de altura, con 20 mL de medio de cultivo PDA + metabolitos

de Trichoderma spp.

Se determind el porcentaje de inhibicion mediante la ecuacion: % de inhibicion =
((D1-D2)/D1) % (100) Donde: Di=diametro de la colonia del patdgeno (testigo) y
D2=didmetro de la colonia fungosa del patdgeno creciendo en caja con PDA,
donde habia crecido Trichoderma spp. (Patil et al., 2014). A los datos de esta

variable se le realizo analisis de varianza y prueba de comparacion multiple de
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medias utilizando el método de la diferencia significativa honesta de Tukey con
nivel de significancia al 5 % (SAS, 2015).

Ensayo Il. Control quimico in vitro del agente causal de la pudricion de

frutos en calabaza

El experimento se establecié para estudiar el efecto de diferentes fungicidas,
sobre el desarrollo del hongo identificado, utilizando la técnica del medio de
cultivo envenenado (Sohbat et al., 2015). Los productos quimicos comerciales se
utilizaron a las dosis recomendadas por el fabricante (Cuadro 2), a las cajas Petri
con la dosis de fungicida se les agregaron 20 mL de PDA, el cual se dejo
solidificar a temperatura ambiente (28+ 2 °C); después se sembrd un disco de
PDA (0.5 cm de diametro) con micelio del hongo, en el centro de la caja; se
etiguetdé e incubé en el laboratorio. Se utiliz6 un disefio experimental
completamente al azar con cinco repeticiones. La unidad experimental fue una
caja Petri. Para conocer el efecto de las moléculas quimicas sobre el desarrollo
del agente causal de la pudricion de frutos de calabaza, se midi6é la variable
porcentaje de inhibicion en la misma forma descrita en el Ensayo |. El andlisis
estadistico también fue similar al realizado en el Ensayo |. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el programa Statistical Analysis System version 9.4
(SAS, 2015).

Cuadro 2. Tratamientos quimicos evaluados “in vitro” contra el agente causal de

la pudricién de frutos en calabaza.

Simbologia Ingrediente activo (dosisT) Producto
T1 Testigo -
T2 metalaxil (0.02 mL)t TOKAT® 240 CE
T3 pyraclostrobin (0.02 mL) HEADLINE®
T4 tiofanato metilico (0.02 mL) CERCOBIN®-M
T5 quintozeno (0.02 mL) PENTACLOR® 600 F
T6 cyprodinil + fludioxonil (0.02 mL) SWITCH® 62.5 WG
T7 procloraz (0.02 mL) SPORTAK 45 CE

TDosis usada en 20 mL de PDA
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Ensayo lll. Control integrado en campo del agente causal de la pudricién de

frutos en calabaza

Esta fase consistio en evaluar en condiciones de campo las dos cepas de
Trichoderma mas sobresalientes del Ensayo | y los fungicidas de la fase in vitro

del Ensayo II.
Sitio experimental

El trabajo se realiz6 en dos ciclos de cultivo, durante primavera-verano de 2015
y 2016, en condiciones de temporal, en el Campo Experimental del Colegio
Superior Agropecuario del Estado de Guerrero, en Cocula, Guerrero. (18° 14’ N,
99° 39° O y 640 m de altitud). El clima es AWO, que corresponde a calido
subhumedo con lluvias en verano, con temperaturas promedio anual de 26.4 °C
y de 23.4 °C del mes mas frio (diciembre). La oscilaciébn de temperatura de un
mes a otro es de 5 a 7 °C. La precipitacion promedio anual es de 767 mm (Garcia,
2005). El suelo es un vertisol con pH de 7.1, conductividad eléctrica de 0.23 dS-m-
!, materia organica de 1.7 %, 0.1 % de N total y 14 ppm de fésforo (Apéez et al.,
2013).

Material vegetal

Se utilizé el genotipo criollo de calabaza pipiana “Apipilulco”, el mas cultivado en
el area de estudio, y alcanza su madurez de cosecha a los 100-110 dias después

de la emergencia (d.d.e.).
Tratamientos y disefio experimental

Se utilizé un disefio experimental de parcelas divididas, con parcelas grandes
arregladas como bloques completos al azar. Las parcelas grandes
correspondieron a las dos cepas de Trichoderma spp. y las parcelas chicas, a los
fungicidas; se utilizaron cuatro repeticiones, los tratamientos se describen en el
Cuadro 3. La unidad experimental fue de 12 plantas, y por las caracteristicas del
cultivo (crecimiento rastrero indeterminado), se considerdo a toda la unidad
experimental como parcela util. Se hicieron dos aplicaciones de los tratamientos,

utilizando una bomba de mochila motorizada Arimitsu® (Modelo SD-260D), con
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boquilla de 2 puntas de abanico plano KS-K6 a 80 psi. Con un gasto de 800 L ha
1. Se ajusté el pH del agua a 7 (Agrex® ABC) y se afiadié el coadyuvante (Inex-
A®) a dosis de 1 mL L. Las cepas de Trichoderma spp. se aplicaron al suelo a
los 20 y 35 dias despues de la emergencia (d.d.e.) y los fungicidas, a los 60y 75
d.d.e.

Se evaluaron nimero de frutos sanos cosechados en 35 m? (frutos maduros sin
ningln dafio); nimero de frutos dafiados cosechados en 35 m? (frutos maduros
con algun sintoma o nivel de dafio por hongos); rendimiento de semilla en kg ha-
1. A los datos de cada variable se les realiz6 andlisis de varianza individuales
para cada uno de los ciclos y combinados a través de los 2 ciclos. De igual forma,
se efectuaron pruebas de comparaciones multiples de medias utilizando el

método de Tukey con nivel de significancia de 5 %. Todos los analisis estadisticos

se realizaron con el programa Statistical Analysis System (SAS, 2015).

Cuadro 3. Tratamientos evaluados en condiciones de campo contra el agente

causal de la pudricion de frutos en calabaza: Thrichoderma mas

fungicida
Simbologia Trichoderma (cepa) Fungicida
T1 Testigo Testigo
T2 Trichoderma asperellum (CSAEGro-1) TOKAT® 240 CE?
T3 Trichoderma asperellum (CSAEGro-1) HEADLINE®
T4 Trichoderma asperellum (CSAEGro-1) CERCOBIN®-M
T5 Trichoderma asperellum (CSAEGro-1) PENTACLOR® 600 F
T6 Trichoderma asperellum (CSAEGro-1) SWITCH® 62.5 WG
T7 Trichoderma asperellum (CSAEGro-1) SPORTAK 45 CE
T8 Trichoderma virens (PHC RootMate®) TOKAT® 240 CE
T9 Trichoderma virens (PHC RootMate®) HEADLINE®
T10 Trichoderma virens (PHC RootMate®) CERCOBIN®-M
T11 Trichoderma virens (PHC RootMate®) PENTACLOR® 600 F
T12 Trichoderma virens (PHC RootMate®) SWITCH® 62.5 WG
T13 Trichoderma virens (PHC RootMate®) SPORTAK 45 CE

TDosis recomendada por el fabricante.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacién morfoldgica

En base a criterios culturales y morfologicos, el patégeno fungico se identificd
como Sclerotium rolfsii Sacc. [Teleomorfo: Athelia rolfsii (Curzi) Tu y Kimbrough]
(Saccardo 1931, Punja et al., 1982). Se caracteriza por la producciéon abundante
de micelio aéreo algodonoso; crecimiento micelial rapido (Figura 1E), hifas
septadas, hialinas, ramificadas y pared celular delgada (Figuras 1Ay 1B) con y
sin conexiones de abrazadera (fibulas) (Figuras 1C y 1D) y formacion de
abundantes esclerocios color café claro, con 1.0-1.5 mm de diametro, globosos
0 subglobosos, de superficie lisa, lustrosos y compactos (Figura 1E y 1F) (Punja
y Damiani, 1996; Watanabe, 2002).

Figura 1. Sclerotium rolfsii. A’y B) Micelio, C y D) Fibulas, E) Cultivo en PDA,
F) Formacién de esclerocios.
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Prueba de patogenicidad

Siete dias después de la inoculacion de Sclerotium. rolfsii en frutos maduros de
calabaza, se observaron sintomas de pudricion suave (Figura 2 derecha), de
consistencia acuosa con crecimiento abundante de micelio blanco aéreo
algodonoso, sintomas y signos similares a los observados en campo. Los frutos
utilizados como testigo, permanecieron sanos (Figura 2 izquierda). EIl
reaislamiento del hongo obtenido a partir del tejido infectado de frutos inoculados,
presentd las mismas caracteristicas morfolégicas que el aislamiento

originalmente aislado.

Prueba de patogenicidad

Testigo Inoculado

Figura 2. Prueba de patogenicidad. Fruto testigo (izquierda) y fruto inoculado

(derecha).

Identificacién molecular

Las secuencia obtenida (570 pb) tuvo 100 % de similitud con la region ITS, cuya
alineacion coincidio con secuencias reportadas en el Gen Bank para Athelia rolfsii
(Curzi) Tu & Kimb [Anamorfo: Sclerotium rolfsii Sacc.]. Se depositd en el Banco
de Genes (Genbank) del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(accesion KX757771.1 CSAEGro-CaDIA) (Figura 3). En la reconstruccion
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filogenética basada en la utilizacion de la region ITS, se identificd la especie A.
rolfsii. La region ITS logré separar al patdgeno identificado y a la cepa S. rolfsii
(IJX566993), del resto de las especies del mismo género, con una confiabilidad
bootstrap del 73 %, ademas de ser altamente diferenciadas del resto de las
especies (100 %) (Figura 3).

2 KX757771 Athelia rolfsii Anamorfo: Sclerotium rolfsii CSAEGro-CaDIA
100F[

JX566993 Sclerotium rolfsii CBS:132553

JIN241577 Sclerotium delphinii CBS272.30

FJ231394 Sclerotium rhizodes CBS126.13

r FJ231404 Sclerotium denigrans CBS118.43

100\_{ KP257580 Sclerotium cepivorum KACC 47821
8

: FJ231407 Sclerotium perniciosum CBS274.93

—
20

Figura 3. Arbol filogenético obtenido con el método de méxima parsimonia
utilizando el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting. Los valores de confiabilidad
de los nodos se formaron con 1000 repeticiones bootstrap. Entre paréntesis,
nameros de accesion del GenBank. Letra remarcada, cepas evaluadas en este

estudio. s. l.=sensu lato.

Ensayo I. Control biologico in vitro de Sclerotium rolfsii agente causal de la

pudricion de frutos en calabaza

En los tres muestreos del crecimiento de las colonias del patdégeno, los valores
promedio presentaron diferencias altamente significativas (P<0.0001 vy

P=0.0042). El menor crecimiento se registro en los tratamientos con Trichoderma
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virens cepa G-41 (cepa comercial) y T. asperellum cepa CSAEGro-1 (cepa
nativa) con 2.46 y 2.60 cm, respectivamente (Cuadro 4); en estas mismas cepas
se obtuvo el mayor porcentaje de inhibicion del patégeno, en la ultima fecha de
evaluacion (70.72 y 69 %) (Figura 4). El hongo S. rolfsii creci6 a una tasa de 2.8
cm dial. Al final del ensayo se determiné que T. fasciculatum, T. reesei, T.
asperellum cepa CSAEGro-2 y Trichoderma asperellum Santa Teresa,
registraron actividad fungistatica sobre el patégeno.

Cuadro 4. Valores promedios del diametro (cm) de la colonia de Sclerotium rolfsii, en

el Ensayo | de antibiosis in vitro mediante la técnica del celofan.

Diametro (cm) de la colonia de S. rolfsii

Trat. Cepa Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
T1 Testigo 2.96 at 7.16 a 8.40 a
T2 Trichoderma fasciculatum 0.73 bc 1.11b 4.26 ab
T3 T. virens cepa G-41 0.70c 1.40b 246 Db
T4 T. reesei 0.71c 0.85b 3.00b
T5 T. asperellum cepa CSAEGro-1 0.94b 1.68b 260b
T6 T. asperellum cepa CSAEGro-2 0.62c 1.03b 4.26 ab
T7 Trichoderma sp. Sta. Teresa 0.78 bc 1.05b 4.37 ab

Prob. <.0001 <.0001 0.0042

DSH 0.22 1.00 4.47

TValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes
(Tukey, a<0.05). DSH: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

Se ha reportado que Trichoderma spp. en sus metabolitos secundarios produce
enzimas (glucanasas y quitinasas), antibiéticos (viridina, gliotoxina o peptaiboles)
y micotoxinas (Mukherjee et al., 2006; Shoresh y Harman, 2008), las cuales estan
involucradas en el efecto fungistatico ejercido por Trichoderma spp. contra

hongos fitopatdbgenos como S. rolfsii (Mukherjee et al., 2006; Hirpara et al., 2017).

Los resultados obtenidos en el presente Ensayo | con la cepa T. virens son
diferentes a los reportados por Parmar et al. (2015), quienes estudiaron la
antibiosis in vitro de diversas cepas de Trichoderma en el biocontrol de S. rolfsii
aislado de cacahuate. Obtuvieron 50 % de inhibicion con T. virens. Al respecto,
Hirpara et al. (2017) encontraron que Trichoderma virens presentd 76.37 % de

inhibicién del crecimiento in vitro de S. rolfsii a las 144 h; este promedio de
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efectividad es similar al 70.72 % obtenido en el presente estudio, en donde fue la
maxima inhibicién y se encontrd en el tratamiento con T. virens cepa G-41 (PHC
RootMate®), pero en la mitad de tiempo (72 h). La diferencia en estos resultados
quiza se explica por las condiciones de incubacion, que pueden afectar la
liberacion de metabolitos secundarios por el agente biocontrolador y el desarrollo

del patégeno (Infante et al., 2009).
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Figura 4. Inhibicion de Sclerotium rolfsiii para los diferentes tratamientos
bioldgicos, en tres muestreos. T1=Testigo, T2= Trichoderma fasciculatum, T3=
T. virens cepa G-41, T4=T. reesei, T5= T. asperellum cepa CSAEGro-1, T6=
T. asperellum cepa CSAEGro-2, T7= Trichoderma sp. Santa Teresa.

Alvarado y Rivera (2016) evaluaron in vitro la eficiencia de cepas de Trichoderma
asperellum contra Sclerotium cepivorum aislado de cebolla; encontraron que la
inhibicién del crecimiento del patégeno fluctué de 47.3 a 61.08 %, la maxima
inhibicién reportada por estos autores es inferior a 69 % obtenida con T.

asperellum cepa CSAEGro-1, pero con la especie S. rolfsii.
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John et al. (2015) evaluaron la antibiosis in vitro de diferentes cepas de
Trichoderma asperellum contra Sclerotium rolfsii; encontraron que la inhibicion
del crecimiento del patégeno oscil6 de 42.71 a 100.00 %, valores promedios que
estan dentro del rango y por encima de lo obtenido con la cepa nativa T.
asperellum CSAEGro-1. Las cepas nativas son una opcion importante para
integrarlas en un plan de manejo, como se comproboé en el presente estudio, en
donde la cepa nativa T. asperellum CSAEGro-1, es una de las mas
sobresalientes en el biocontrol in vitro de S. rolfsii. Esto concuerda con lo
reportado con la cepa T. asperellum cepa nativa Csaegro-1, que ha sido evaluada
contra aislamientos de Rhizoctonia solani y Phytophthora capsici, aislados de
calabaza pipiana, se observo que in vivo retrasa la aparicion de dichos patégenos
entre 4 y 6 dias en frutos de calabaza pipiana inoculados (Diaz et al., 2014; Diaz
et al., 2015).

Ensayo Il. Control quimico in vitro de Sclerotium rolfsii, agente causal de la

pudriciéon de frutos en calabaza

En las cuatro fechas de muestreo se encontraron diferencias altamente
significativas (P<0.0001) porque todos los fungicidas evaluados suprimieron
totalmente el crecimiento de la colonia de S. rolfsii, a excepcion de tiofanato
metilico, en el cual se registré un crecimiento promedio que fluctué de 0.76 cm
en la primera evaluacion, a 8.05 cm al final del ensayo (Cuadro 5). En las
unidades experimentales del tratamiento testigo, el patégeno tuvo una tasa
promedio de crecimiento de 2.1 cm dia*. Al final de este ensayo, se determiné
gue la mayoria de los fungicidas inhibieron 100 % a S. rolfsii, en comparacién con

la actividad fungistatica presentada por del tiofanato metilico (Figura 5).
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Cuadro 5. Valores promedios del diametro de la colonia de Sclerotium rolfsii, en el

Ensayo Il de efecto in vitro, usando fungicidas quimicos

Didmetro (cm) de la colonia de S. rolfsii

Trat. Fungicida Muestreo 1  Muestreo 2  Muestreo 3  Muestreo 4
T1 Testigo 1.25 af 3.53a 6.93 a 8.40 a
T2 metalaxil 0.00 c 0.00 c 0.00 c 0.00 c
T3 pyraclostrobin 0.00 c 0.00c 0.00c 0.00c
T4 tiofanato metilico 0.76 b 255D 570b 8.05b
T5 quintozeno 0.00 c 0.00c 0.00 c 0.00 c
T6 cyprodinil+fludioxonil 0.00c 0.00c 0.00c 0.00c
T7 procloraz 0.00 c 0.00 c 0.00 c 0.00 c

Prob. <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

DSH 0.20 0.79 1.00 0.22

TValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente

diferentes (Tukey, a=0.05). DMS: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.

Khan y Javaid (2015) evaluaron en condiciones in vitro el fungicida metalaxil para
el control de S. rolfsii aislado de garbanzo. Reportaron que este producto logré
inhibir 100 % el crecimiento del patdgeno. Este resultado es igual al obtenido con
el mismo fungicida contra S. rolfsii aislado de calabaza pipiana en el presente

experimento.

En otros estudios se ha probado la sensibilidad in vitro de S. rolfsii frente a
algunos fungicidas. Por ejemplo, Mahato et al. (2014) evaluaron varios
fungicidas. De ellos el ingrediente activo metalaxil inhibié 94.04 % el crecimiento
del patdgeno; este porcentaje es semejante al valor obtenido con metalaxil en el
presente trabajo. Estos resultados se deben a que el metalaxil pertenece al grupo
de las fenilamidas, que inhibe la sintesis de acido ribonucleico (ARN), que afecta
el crecimiento micelial, la formacion de esporas y la infeccion del patégeno (Fishel
y Dewdney, 2012).
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Figura 5. Inhibicion de S. rolfsii en los tratamientos del Ensayo Il, en cuatro
evaluaciones. T1= Testigo, T2= metalaxil, T3= pyraclostrobin, T4= tiofanato
metilico, T5= quintozeno, T6= cyprodinil + fludioxonil, T7= procloraz.

Liang et al. (2015) probaron el efecto del pyraclostrobin sobre Sclerotinia
sclerotiorum, y reportaron que se logro cerca de 100 % de inhibiciébn con el uso
de &cido salycilhidroxamico. Sin este Ultimo la inhibicibn se reduce
significativamente. Por otra parte, Amule et al. (2014) reportaron que el uso de
pyraclostrobin inhibi6 100 % in vitro el desarrollo de S. rolfsii obtenido de
garbanzo. Este resultado es similar a 100 % obtenido con este fungicida en el
presente estudio. De acuerdo con Fishel y Dewdney (2012), el pyraclostrobin
afecta la respiracion mitocondrial que detiene la produccién de energia y resulta

en la muerte del hongo fitopatdgeno.

En el presente estudio se encontr6 que el tiofanato metilico produce efecto
fungistético, porque permitié 95.83 y 4.17 % de crecimiento miceliar e inhibicion,
respectivamente. Estos resultados difieren de lo reportado por Suryawanshi et al.
(2015), quienes con el uso del fungicida tiofanato metilico obtuvieron 63.81 % de

inhibicion de S. rolfsii; sin embargo, el efecto fungistatico de tiofanato metilico
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observado en el presente trabajo, coincide con lo que reportaron Manu et al.
(2012), porque con este mismo producto registraron 0 % de inhibicién sobre S.
rolfsii en condiciones in vitro; es decir, el hongo crecié 100 % en el medio de

cultivo envenenado con el fungicida.

En el presente estudio se determind que el quintozeno inhibié 100 % el desarrollo
de S. rolfsii. Este resultado coincide con lo informado por Rondon et al. (1995)
quienes usaron el PCNB (quintozeno), carboxin + thiram, y oxicloruro de cobre,
contra el crecimiento y formacién de esclerocios de S. rolfsii. Segun estos autores
el quintozeno fue el tratamiento con mayor efectividad tanto en la inhibicion de
crecimiento micelial como en la formacién de esclerocios. En otra investigacion
similar, Garcia et al. (2012), encontré que en el tratamiento con quintozeno hubo
17.38 y 82.62 % de crecimiento miceliar e inhibicion in vitro, pero del hongo
Rosellinia necatrix que es habitante del suelo. Fishel y Dewdney (2012)
mencionaron que el modo de accion de quintozeno no es ampliamente conocido,
pero proponen que interfiere con la sintesis de lipidos y membranas de la célula,

lo que afecta directamente el crecimiento micelial de los hongos.

El fungicida SWITCH® 62.5 WG (cyprodinil + fludioxonil) se prob6 in vitro contra
el crecimiento miceliar de la especie Sclerotium cepivorum aislado de ajo (Allium
sativum L.) por Pérez et al. (2015); se encontrd que este producto inhibié 1.0 cm
el crecimiento miceliar del hongo, lo que represent6 11.76 % de crecimiento y
88.24 % de inhibicion; porcentaje inferior a 100 % de inhibicion de S. rolfsii
registrado en el presente trabajo. Por otra parte, Ayala et al., (2015) estudiaron
el efecto de los fungicidas SWITCH® 62.5 WG (cyprodinil + fludioxonil) y Sportak
(procloraz) sobre el crecimiento in vitro de Sclerotinia sclerotiorum aislado de
frijol. Reportan 100 % de inhibicion de los dos productos; este valor es similar a
los obtenidos en estos mismos tratamientos evaluados contra Sclerotium rolfsiii
en esta investigaciéon. Mueller y Bradley (2008) comentaron que el cyprodinil
inhibe la sintesis de aminoacidos, e infieren que esto interfiere en la penetracién
y crecimiento fungico tanto dentro como fuera de la hoja donde se aplica el

producto. Por otra parte, el fludioxonilo neutraliza la via de transduccion de la
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seflal osmdtica, que afecta la germinacién de las esporas y crecimiento de
micelio. El grupo de los fungicidas azoles, incluye al ingrediente activo procloraz,
que tiene un efecto inhibitorio sobre la biosintesis del ergosterol, necesario para
la formacién de las membranas celulares, o que permite un buen control del

patdégeno (Fan et al., 2013).

Ensayo Ill. Control integrado en campo de Sclerotium rolfsii, agente causal

de la pudricion de frutos en calabaza
Numero de frutos sanos

Se encontro diferencias significativas entre tratamientos (P<0.0001); las medias
fluctuaron de 12.25 a 29.75. Se encontr6 que en el testigo hubo la menor
incidencia de frutos maduros sin dafios por el patdgeno. El mayor promedio se
obtuvo con la cepa nativa Trichoderma asperellum CSAEGro-1 + metalaxil (T2)
(Cuadro 6). Por otro lado, fue en el ciclo Primavera-verano 2015, en donde se
cosecharon mas frutos sanos (Cuadro 6), porque en este afio hubo precipitacion

escasa, lo que provoco una menor incidencia de dafio por el patdgeno (Figura 6).

En el analisis combinado, para determinar el efecto de la cepa y fungicida a través
de los ciclos de cultivo, el mejor rendimiento se registré en la época Primavera-
verano 2015, se obtuvo con la cepa nativa T. asperellum cepa CSAEGro-1 vy el

fungicida metalaxil (Cuadro 7).

Rather et al. (2012) probaron el efecto de metalaxil y cepas de Trichoderma
virens, contra Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani y
Sclerotium rolfsii, patdgenos causantes de marchitez en chile, en condiciones de
campo; reportaron que con estos dos tratamientos en forma individual, se
registraron promedios de 30 y 51.9 % de incidencia de la enfermedad,
respectivamente; pero cuando se utilizé la combinacion metalaxil + Trichoderma
virens, la incidencia de la enfermedad se redujo significativamente a 27.3 %.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en este trabajo con Trichoderma
asperellum (CSAEGro-1) + metalaxil, que produjo la menor incidencia de dafo

por Sclerotium rolfsii en frutos de calabaza pipiana en campo v,
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consecuentemente, hubo mayor numero de frutos sanos. Estos hallazgos
demuestran que con la combinacion de diferentes métodos de control, se reduce
el dafio de patdgenos, lo cual repercute directamente en la cosecha de mas frutos

sanos por unidad de superficie cultivada.

Cuadro 6. Analisis combinado a través de los ciclos 2015 y 2016, de los
tratamientos incluyendo cepas de Trichoderma spp., y fungicidas, sobre
la obtencion de frutos sanos, dafiados y rendimiento de semilla, en el

cultivo de calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma).

Variables
Tratamiento NFS NFD RS (kg)
T1 12.250 et 11.0000 a 367.86d
T2 29.750 a 2.3750 ¢ 901.64 a
T3 27.625 abc 3.8750 bc 833.82 ab
T4 19.250d 9.1250 a 588.25 ¢
T5 26.875 abc 3.1250 bc 825.75 ab
T6 28.125 ab 2.5000 ¢ 883.89 ab
T7 26.875 abc 3.6250 bc 805.79 ab
T8 26.250 abc 3.7500 bc 802.54 ab
T9 27.500 abc 3.5000 bc 831.86 ab
T10 24.125 bc 5.8750 b 729.46 bc
T11 25.500 bc 2.8750 ¢ 815.93 ab
T12 26.625 abc 3.6250 bc 841.54 ab
T13 23.875¢c 5.2500 bc 745.32 abc
DSH 4.0067 2.9986 169.3
Ciclo
Primavera-verano 2015 27.6154 a 1.6346 b 852.02 a
Primavera-verano 2016 22.3269 b 7.6731 a 682.39b
DSH 0.8182 0.5686 24.477

TValores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey,
0=0.05). NFS= Numero de frutos sanos cosechados en 35 m?, NFD= Numero de frutos dafiados cosechados
en 35 m?, RS= Rendimiento de semilla en kg hat. T1= Testigo, T2= T. asperellum (CSAEGro-1) + metalaxil,
T3=T. asperellum (CSAEGro-1) + pyraclostrobin, T4=T. asperellum (CSAEGro-1) + tiofanato metilico, T5=T.
asperellum (CSAEGro-1) + quintozeno, T6= T. asperellum (CSAEGro-1) + cyprodinil + fludioxonil, T7= T.
asperellum (CSAEGro-1) + procloraz, T8= Trichoderma virens (PHC RootMate®) + metalaxil, T9= Trichoderma
virens (PHC RootMate®) + pyraclostrobin, T10= Trichoderma virens (PHC RootMate®) + tiofanato metilico,
T11= Trichoderma virens (PHC RootMate®) + quintozeno, T12= Trichoderma virens (PHC RootMate®) +
cyprodinil + fludioxonil, T13= Trichoderma virens (PHC RootMate®) + procloraz, DSH: Diferencia Significativa
Honesta de Tukey.
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NUmero de frutos dafados

Esta caracteristica presenté diferencias significativas por efecto de los
tratamientos, ciclos de cultivo y fungicidas (P<0.0001), pero las cepas mostraron
un comportamiento similar. En el testigo se registré la mayor incidencia de
pudricion de frutos, la cual fluctué de 2.37 a 11. EIl menor dafio en frutos se
obtuvo con el tratamiento T. asperellum (CSAEGro-1) + metalaxil (T2) (Cuadro
6). Por otro lado, fue en el ciclo Primavera-verano 2015, cuando se cosecharon
menos frutos dafiados (Cuadro 7 y Figura 6). Se determiné mediante el analisis
combinado, que con el fungicida quintozeno utilizado en el ciclo Primavera-
verano 2015, se tuvo el menor dafio en frutos; por otro lado, se comprobé que
los tratamientos con las cepas T. asperellum (CSAEGro-1) y T. virens (PHC
RootMate®), producen un comportamiento similar respecto a la incidencia de

pudricion de frutos (Cuadro 7).

Islam et al. (2016) probaron especies de Trichoderma para el control de la
pudricion del tallo de jitomate causada por Sclerotium rolfsii; encontraron que con
T. asperellum se redujo la incidencia de la enfermedad; el efecto fue mas
consistente cuando el biocontrolador se inocul6 en la semilla y se aplico en el
suelo; en el presente trabajo se obtuvo resultado similar, porque el tratamiento
con T. asperellum (CSAEGro-1) disminuyd la incidencia de pudricion de frutos en
calabaza pipiana; aunque el menor dafio en frutos se registré con la combinacion
deT. asperellum + metalaxil. Al respecto, Mueller y Bradley (2008) argumentaron
qgue el grupo de las fenilamidas presentan propiedades sistémicas, por lo que
cuando penetran en la planta, se transportan sistémicamente hasta los frutos y
los protege contra la infeccion de S. rolfsii. En el analisis del efecto de los
fungicidas, se determind que el quintozeno suprimio la incidencia del patégeno y
registr6 menor dafio en fruto; el efecto positivo de quintozeno se debe a que
afecta la integridad de la membrana y la pared celulares, asi como las
mitocondrias en los hongos fitopatdogenos, lo que hace que disminuya la
formacion de esclerocios y propagulos infecciosos (Latin, 2011). Asimismo, se

encontré que el clima jug6 un papel importante en la reduccion de dafios en el
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ciclo 2015, puesto que se registr6 una precipitacion media de solo 145 mm

durante el ciclo de cultivo (junio-octubre).
Rendimiento de semilla en kg ha!

Este componente es el de mayor interés, porque determina la productividad y
rentabilidad que puede generar este cultivo. Se encontré diferencia significativa
s6lo por el efecto de los tratamientos, ciclo de cultivo y fungicidas (P<0.0001). La
prueba de comparacion multiple de medias detecté que los rendimientos mas
altos fueron 901.64 y 883.89 kg ha*, los cuales se obtuvieron con los tratamientos
T. asperellum (CSAEGro-1) + metalaxil y T. asperellum (CSAEGro-1) + cyprodinil
+ fludioxonil, respectivamente. Se encontré de nuevo que el mayor rendimiento
se obtuvo en el ciclo Primavera-verano 2015, porque en éste se presentd menor
precipitacion, en comparacion con el ciclo Primavera-verano 2014 (Cuadro 6 y
Figura 6). El efecto individual de los fungicidas permiti6 conocer que la
combinacion de cyprodinil + fludioxonil, fue el tratamiento mas destacado por
obtener el mayor rendimiento de semilla, de 862.71 kg ha'. A pesar de no haber
encontrado diferencia significativa entre las dos cepas evaluadas, se not6 que T.
asperellum (CSAEGro-1) registré un rendimiento de semilla ligeramente superior,

que la cepa comercial T. virens (PHC RootMate®) (Cuadro 7).

Estos resultados concuerdan con lo postulado por Rather et al. (2012), quienes
mencionan que la utilizacion de metalaxil + Trichoderma sp. reduce la incidencia
de la marchitez en chile (Capsicum annum L.) y ademas promueve un mayor
rendimiento. Akgul et al. (2011) aplicaron varios fungicidas en campo para el
control de S. rolfsii patdgeno de cacahuate, y encontraron que con el metalaxil
disminuyo la incidencia del patdgeno y ademas se incrementé el rendimiento; lo
reportado por esos autores coincide con los resultados de campo obtenidos en
el presente ensayo, porque con el metalaxil y Trichoderma, se produjeron los
mayores rendimientos; finalmente, Mouden et al. (2016) estudiaron
recientemente el efecto de cyprodinil + fludioxonil, en el control in vivo de los
patogenos de fresa Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides; reportaron

que la combinacion cyprodinil + fludioxonil fue la mas efectiva porque presento
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100 % de inhibicion; el excelente control de patdgenos con este tratamiento de
fungicidas quimicos, corrobora que estos productos tienen un gran potencial para
utilizarse en el manejo integrado de patdégenos, tal como se comprobd en la
presente investigacion. Segun estos ingredientes activos protegieron de la
infeccién a los frutos de calabaza y coadyuvaron a obtener el rendimiento de
semilla mas sobresaliente en campo.Lo resultados obtenidos con Trichoderma,
se deben a su rapido crecimiento, amplia plasticidad ecolégica (Harman, 2004),
mecanismos de accion directa (competencia por sustrato, antibiosis y
micoparasitismo), los cuales manifiestan su potencial antagonista contra
fitopatdgenos habitantes del suelo como S. rolfsii (Infante et al., 2011); esto
incentiva a incorporar especies como Trichoderma asperellum en el manejo
integrado de este hongo patégeno en condiciones de campo (Hoyos et al., 2008),
lo cual permite obtener, como se detectd en el presente estudio, un rendimiento

comercialmente aceptable de semilla de calabaza.

Ciclo Primavera-verano 2015 Ciclo Primavera-verano 2016
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Figura 6. Temperatura y precipitacion de los ciclos de cultivo Primavera-
Verano 2015y 2016.
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Cuadro 7. Analisis de la estructura factorial sin incluir al tratamiento testigo del
ciclo de cultivo 2015 y 2016, cepas de Trichoderma spp., y fungicidas,
sobre la obtencién de frutos sanos, dafiados y rendimiento de semilla,

en el cultivo de calabaza pipiana (Cucurbita argyrosperma).

Variables
NFS NFD RS
Ciclo
Primavera-verano 2015 28.6667 at 1.1458 b 885.60 a
Primavera-verano 2014 23.3958 b 7.1042 a 715.36 b
DSH 0.7957 0.7974 24.619
Trichoderma
T. asperellum 26.4167 a 4.1042 a 806.52 a
(CSAEGro0-1)
T. virens (PHC 25.6458 a 4.1458 a 794.44 a
RootMate®)
DSH 1.4487 0.6902 51.395
Fungicida
metalaxil 28.0000 a 3.0625 b 852.09 a
pyraclostrobin 27.5625 ab 3.6875b 832.84 a
tiofanato metilico 21.6875c 7.5000 a 658.86 b
quintozeno 26.1875 ab 3.0000 b 820.84 a
cyprodinil + fludioxonil ~ 27.3750 ab 3.0625 b 862.71 a
procloraz 25.3750 b 4.4375b 775.55 a
DSH 2.428 1.7429 104.78

Tvalores de medias con letras iguales en la misma columna no son estadisticamente diferentes (Tukey,
0=0.05). NFS= Numero de frutos sanos cosechados en 35 m?, NFD= Numero de frutos dafiados cosechados
en 35 m?, RS= Rendimiento de semilla ha! en kg. DSH: Diferencia Significativa Honesta de Tukey.
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CONCLUSIONES

Mediante caracteristicas morfologicas, patogénicas y moleculares, se identifico a
Sclerotium rolfsii como patégeno causante de la pudricion algodonosa de frutos

de calabaza pipiana.

En condiciones in vitro las cepas Trichodera virens G-41 (PHC RootMate®) y T.
asperellum cepa CSAEGro-1, y los fungicidas metalaxil, pyraclostrobin,
guintozeno, cyprodinil + fludioxonil y procloraz, presentaron efecto fungicida en

el desarrollo S. rolfsii, y el de tiofanato metilico solo efecto fungistético.

En campo, los tratamientos T. asperellum (CSAEGro-1) + metalaxil, y T.
asperellum (CSAEGro-1) cyprodinil + fludioxonil, protegieron la sanidad de frutos
y favorecieron el incremento del rendimiento de semilla en el cultivo de calabaza

pipiana.

En el ciclo Primavera-verano 2015 se presentd menor precipitacion vy
consecuentemente, se favorecio el aumento del rendimiento de frutos y semilla

en el cultivo de calabaza pipiana.
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CAPITULO IV.

DISCUSION GENERAL

Las calabazas son de las primeras plantas domesticadas en Mesoamérica
(Smith, 1997). La familia de las cucurbitaceas, incluye a Cucurbita, que es un
género neotropical del que se reconocen 20 especies distribuidas desde Estados
Unidos de América (EUA) hasta Argentina, en regiones tropicales y subtropicales
(Renner y Schaefer 2016).

México es uno de los principales paises productores de calabaza (Cucurbita spp.
L.) de las cuales se aprovechan como alimento las flores, guias, semillas, fruto
tierno y maduro (Stephens, 2009). Las frutas inmaduras se consumen como
vegetales; la fruta madura es dulce y se usa para hacer productos de confiteria;
las semillas, ricas en aceite, también se usan en México, se mezclan con miel
para preparar postres conocidos como palanquetas; la flor y las guias tiernas,
también son comestibles son usadas para preparar quesadillas. Otros usos son
en la medicina tradicional (Pérez, 2016), planta fitorremediadora e incluso para
fines decorativos (Srbinoska et al., 2012). Cucurbita spp. se cultiva en todo el
mundo y es un cultivo econdmicamente importante para muchos paises (Pérez,
2016).

Las enfermedades constituyen un importante factor reductor del rendimiento
alcanzable de los cultivos agricolas sobre los que inciden. En Cucurbita spp., las
causadas por begomovirus y hongos habitantes del suelo son las mas dificiles

de manejar (Séez et al., 2016; Mahadevakumar et al., 2016).

La Fitopatologia como ciencia, persigue reducir en lo posible las pérdidas
econdmicas que ocasionan dichas enfermedades y, con este objetivo, establece
gue es necesario un adecuado conocimiento de la biologia de los agentes
fitopatdgenos y de la epidemiologia de las enfermedades que causan para poder
disefiar medidas y estrategias de control adecuadas y eficientes (Jiménez et al.
2003).
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La unidad fundamental de estudio de esta tesis abord6 el estudio de i) diagndstico
de la especie de mosca blanca vector de virus, ii) identificaion con técnicas
moleculares, de patogenicidad y filogenia al virus asociado al rizado de la hoja
de calabaza, al vector y a la maleza Proboscidea louisianica, como reservorio
natural, iii) estudiar la transmisién y patogenicidad del virus en calabaza, iv)
conocer la incidencia y dinAmica poblacional de mosca blanca en el cultivo, v)
evaluar el efecto de diferentes grupos de insecticidas sobre mosca blanca,
incidencia y severidad de virosis en los genotipos Depredador y Grey Zucchini
en dos afos de cultivo, vi) identificar al agente causal de la pudricion de frutos en
calabaza, evaluar in vitro y en campo cepas de Trichoderma spp. y fungicidas

durante dos ciclos consecutivos de cultivo.

La mosca blanca es una de las plagas de insectos de mayor importancia agricola
a nivel mundial. Aunque este insecto ha sido tradicionalmente considerado un
grupo de especies hermanas con aproximadamente 33 biotipos (Brown, 2010),
el analisis genético reciente sugiere que la mosca blanca Bemisia tabaci es un
complejo de especies que comprende quizds 24 0 mAas especies
morfolégicamente indistinguibles. B. tabaci se distingue de otras moscas blancas
por sus caracteristicas fenotipicas variables, que incluyen el rango de
hospedantes, la fecundidad, la dispersion, la capacidad de vectorizacion de
begomovirus (Saez et al., 2016). El diagnostico del presente trabajo permitid
identificar a la poblacibn de mosca blanca como Bemisia tabaci en base a
caracteristicas fenotipicas de la ninfa. B. tabaci causa dafio directo a través de la
alimentacion del floema y la inyeccion de toxinas. El dafio indirecto ocurre a
través de la transmision de begomovirus como SLCV, como se observo en este

estudio.

Los begomovirus son una gran variedad de virus de plantas que infectan una
amplia variedad de plantas como malezas, cultivos y plantas ornamentales y
causan una notable pérdida para la agricultura y la horticultura en todo el
mundo. Las malas hierbas estdn ampliamente dispersas en todo el mundo y

tienen una gran adaptabilidad ambiental, y han permitido la supervivencia
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de virus y se propagan en ausencia de los principales cultivos. Las malezas
desempefian un papel crucial en la propagacién de muchos virus de plantas al
actuar como fuentes de indculo y acortar el periodo de aparicién de virosis en
nuevos ciclos de cultivo esto porque cumplir tres roles, no excluyentes, en la
epidemiologia de estas enfermedades: servir como reservorio de los virus, como
reservorio de los insectos vectores, o de ambos a la vez (Wisler y Norris, 2005).
El presente trabajo es un aporte importante porque se identificé6 molecularmente
y por medio de filogenia, al Squash leaf curl virus (SLCV) en la maleza
Proboscidea louisianica por primera vez en México y los sintomas de virosis en
la maleza fueron deformaciéon de hojas, presencia de rugosidades, mosaicos
amarillos, reduccién en el tamafo, y clorosis abultamiento y clorosis foliar

marginal.

El SLCV es un begomovirus transmitido por el vector Bemisia tabaci e induce
retraso severo del crecimiento y enrollamiento de la hoja en plantas de calabaza
y causa pérdidas severas en la produccién de cucurbitaceas (Taha et al., 2016).
En esta investigacion los andlisis de PCR, secuenciacion y filogenia comprobaron
gue las muestras de hojas sintomaticas obtenidas en el Valle de Cocula, Guerrero
México, estaban infectadas con el SLCV. Los programas de manejo de plagas
deben basarse en el conocimiento preciso de los principales factores
responsables de los cambios en la dinamica de la poblacién insectil objetivo. Los
parametros del ciclo biologico estimados en diferentes condiciones bioticas o
abidticas proporcionan las herramientas basicas para comprender los cambios y
comportamiento de las especies de plagas y para determinar la agregacion y
comportamiento de las poblaciones de B. tabaci dentro de los campos de cultivo,
se necesita comprender con precision la dinamica espacial y temporal del insecto
y la transmision de begomovirus como factores limitantes en la produccion
comercial de calabaza (Naranjo et al., 2010). La incidencia de B. tabaci se
manifestd en todas las etapas fenoldgicas y se relacioné con la temperatura. La
severidad de SLCV presento una tendencia creciente y se correlacion6 con la
temperatura, los resultados obtenidos corroboran lo que reporté Curnutte et al.

(2014) estos autores evaluaron el efecto de la temperatura sobre el
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comportamiento biolégico de B. tabaci; reportaron que la oviposicion, la
supervivencia de las ninfas y la reproduccién fueron afectadas significativamente
por la temperatura, ademas de que una temperatura de 30-32 ° C es favorable

para el desarrollo de B. tabaci.

El control de B. tabaci se logra principalmente a través de insecticidas quimicos.
Sin embargo, las preocupaciones sobre el desarrollo de resistencia han llevado
a la investigaciéon de métodos de control alternativos, incluido el uso de aceites
boténicos y minerales (petroleo) (Yang et al., 2010), e incluso aplicacién de
insecticidas de diferente grupo y modo de accién, como se observo en el presente
trabajo en donde se comprobo que durante los ciclos invierno-primavera del 2014
y 2015, en los genotipos Depredador y Grey Zucchini, la aplicacion de
insecticidas del grupo neonicotinoides, botanicos, aceites parafinicos, cetoenoles
y piretroides, solos y mezclados afectaron adultos y ninfas de B. tabaci, lo que

provoco la menor incidencia y severidad del Squash leaf curl virus en Calabaza.

En el presente estudio, se reporta a Sclerotium rolfsii como el patdgeno que
causa pudricion de frutos de Cucurbita argyrosperma observada en tropico en el
sur de México, la morfologia, patogenicidad y secuenciacion, permitieron realizar
su identificacion. Se sabe que S. rolfsii infecta muchas plantas de cultivo
econOmicamente importantes en diversas etapas de su crecimiento y desarrollo.
Al respecto, Mahadevakumar et al. (2016) reportaron que S. rolfsii provoca
pudricion de la fruta en C. maxima, la incidencia del patbgeno aparece como una
lesion impregnada de agua en la superficie de la fruta seguido por el desarrollo
de grandes areas podridas con abundante crecimiento micelial blanco de
crecimiento rapido, todos esos signos patologicos son similares a los observados
cuando el patdgeno infecta a C. argyrosperma. Por otra parte en condiciones in
vitro Trichodera virens G-41, T. asperellum CSAEGro-1, metalaxil, pyraclostrobin,
quintozeno, cyprodinil + fludioxonil y procloraz, presentaron efecto fungicida
sobre el patogeno. John et al. (2015) evaluaron la antibiosis in vitro de diferentes
cepas de Trichoderma asperellum contra Sclerotium rolfsii; encontraron que la

inhibicién del crecimiento del patégeno oscilé de 42.71 a 100.00%, valores
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promedios que estan dentro del rango y por encima de lo obtenido con la cepa
nativa T. asperellum CSAEGro-1. Khan y Javaid (2015) evaluaron en condiciones
in vitro el fungicida metalaxil para el control de S. rolfsii aislado de garbanzo.
Reportaron que este producto logré inhibir 100% el crecimiento del patdgeno.
Este resultado es igual al obtenido con el mismo fungicida contra S. rolfsii aislado
de calabaza pipiana en el presente experimento.

En condiciones de campo, T. asperellum CSAEGro-1 + metalaxil y T. asperellum
+ cyprodinil + fludioxonil, protegieron la sanidad de frutos e incrementaron el
rendimiento de semilla. Estos resultados concuerdan con lo postulado por Rather
et al. (2012), quienes mencionan que la utilizacién de metalaxil + Trichoderma
sp. disminuye la incidencia de la marchitez en chile (Capsicum annum L.) y

ademas promueve un mayor rendimiento.

Por todo lo descrito anteriormente, se deberian tomar en cuenta las medidas de
manejo pertinentes para hacerle frente a las infecciones encontradas en las
cucurbitaceas, como ya se ha indicado, por el SLCV asi como las infecciones
producidas por Sclerotium rolfsii, ya que de lo contrario podrian dar lugar a

importantes pérdidas economicas.

En consecuencia, la meta de esta Tesis Doctoral fue el de generar conocimiento
sobre la estructura y diversidad genética y patogénica de Squash leaf curl virus
y Sclerotium rolfsii que infectan a Cucurbita spp., en Guerrero, México y otras
zonas del mundo que comparten las mismas condiciones de clima, en la
confianza de que ello permitira establecer las bases cientificas para el desarrollo
de estrategias eficientes para el manejo integrado de esos fitopatdégenos. Hasta
la fecha no consta en la literatura cientifica que se hayan realizado

investigaciones con esta aproximacion.
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