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RESUMEN

El mosco fungoso negro (Diptera: Sciriadae), en los
Ultimos afios se han convertido en el centro de México,
en plagas de primer orden en viveros forestales de
coniferas. Sin embargo, se tiene una escaza informacion
de identificacion de especies, el desconocimiento de su
biologia y comportamiento, asi como, la falta de un
manejo especifico en viveros forestales. En este trabajo
se plante6 identificar la especie(s) de mosco fungoso
negro asociado al cultivo de pino, conocer que hongos
se asocian a adultos y larvas, determinar los dafios
causados a la raiz, conocer su biologia ¥y
comportamiento, y evaluar métodos de control quimico
oxamil,  spirotetramad, imidacloprid, carbofuran,
clorpirifos, y un control biolégico Bacillus thuringiensis
var. Israeliensis. Se colectaron adultos mosco fungoso
en plantulas de P. montezumae, en el vivero de
Temamatla, Estado de México. Las especies
identificadas por claves taxonémicas y secuencia
genética fueron Lycoriella ingenua y Bradycia impatiens.
El ciclo bilégico promedio para L. ingenua fue de 30.5 a
22°C + 2°C en laboratorio. La separacién de instares
larvarios se realiz6 mediante la técnica de
conglomerados jerarquicos, usando el largo del cuerpo
de la larva y ancho de la caja cefalica, y por medio de la
distribucion de los espiraculos, se obtuvieron 4 instares
larvarios. En el caso de B. impatiens solo se usé el
ancho de la caja cefélica dando cuatro instares larvarios.
La proporcion de sexos fue de un macho por cada 1.25
hembra en L. ingenua y B. impatiens por cada macho 2.4
hembras. Por otra parte, de los tratamientos de control
aplicados el imidacloprid en dosis alta y media protegen
en un 100%, seguidos de spirotetramat y oxamil en dosis
altas protegiendo con un 96.17% y 95.75%
respectivamente. El control quimico y bioloégico puede
ser parte de la estrategia de manejo del mosco fungoso,
siempre y cuando se complementen con otras
estrategias de control.

Palabras clave: Mosco fungoso negro, insecticidas,
Bacillus  thuringiensis, ciclo biolégico, Fusarium
circinatum.
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ABSTRACT

In the last years, the black fungus gnats (Diptera:
Sciaridae) has become a top pest in conifer forestry
nurseries in the center of Mexico. Nevertheless, there is
a lack of information to identify the species; the
ignorance of its biology and behavior thus a lack of a
specific management in forestry nurseries. It was
suggested in this work to identify the black fungus gnats
species associated to pine growth, to know which fungi
are associated to adults and larvae, to determine the
harm caused to the root, to know its biology and
behavior, and to evaluate the oxamil, spirotetramad,
imidacloprid, carbofuran, clorpirifos chemical biological
control and a biological control Bacillus thruringiensis
var. lIsraeliensis. Black fungus gnats adults were
collected in seedlings of P. montezumae, in the
Temamatla nursery in Mexico Estate. The identified
species by taxonomical keys and genetic sequence
were Lycoriella ingenue and Bradycia impatiens. The
division of larval instars was done through the
hierarchical conglomerates using the larva length and
cephalic cage width and by the means of spiracles
distribution 4 larval instars were obtained. In the case of
B. impatiens only the width cephalic cage was used
having as a result four larval instars. The proportion of
sexes was of 1 male by 1.25 female in L. ingenua and in
B. impatiens by each male 2.4 females. Besides this,
from the control treatments applied the imidacloprid in
high and half doses protect a 100%, spirotetramat and
oxamyl followed by high-dose protecting a 97.9% and
92.2% respectively. The chemical and biological control
can be part of the management strategy of the black
fungus gnats, on condition that it is complemented with
other control strategies.

Key words: Black fungus gnats, insecticides, Bacillus
thruringiensis, biological cycle, Fusarium circinatum.
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INTRODUCCION GENERAL

En los viveros forestales de coniferas se presentan plagas y enfermedades
en el sistema radicular de las plantulas. Las plagas y enfermedades de la raiz son
por lo general tan comunes, como las que atacan la parte aérea de las plantulas, y
con frecuencia causan dafos severos. La importancia relativa de las plagas y
enfermedades de la raiz, generalmente puede ser subestimada, dado que no es
evidente el agente causal, porque no esta a la vista; los problemas en la raiz
comunmente se expresan en sintomas foliares. Los especialista consideran que
muchos sintomas foliares frecuentemente indican dafios avanzados en las raices,

y en ocasiones ya son irreversibles (Cibrian et al., 2008; Landis et al., 1989).

Dentro de la gran variedad de agentes patdgenos que atacan al sistema
radicular en los viveros forestales, se tiene a los Dipteros de la familia Sciaridae,
gue son conocidos comunmente como mosco fungoso negro (Black Fungus
Gnats) (Mohrig y Menzel, 2009; Menzel et al., 2003). Sin embargo esta familia
comprende una gran cantidad de especies. Mohrig y Menzel (2009) reportan que
solo en la region neartica, especialmente en Estados Unidos de Norte América y
Canada se han descrito 150 especies de Sciaridae. Segun Steffan (1981) las
larvas de sciaridos generalmente se alimentan de materia organica en
descomposicion, excremento de animales y hongos. Algunas especies consumen

corteza o raices de plantas. Varias especies son consideradas plagas de



importancia econdmica en invernaderos y en la producciéon comercial de hongos

comestibles.

En México el mosco fungoso negro se ha reportado atacando raices y
bulbos, principalmente en invernaderos y viveros de ornamentales, hortalizas y en
jardines (Cibrian et al., 2008; Garcia, 2008; Villanueva et al., 2013). Cibrian et al.
(2008) menciona que en el estados de Jalisco y de México se tienen reportes de
ataques severos en viveros forestales. Ademas, en el afio 2010 en el vivero
forestal de Temamatla, Estado de México, se presentd una abundancia de
poblacion de mosco fungoso negro, ocasionando cuantiosas pérdidas de plantulas
de coniferas, especialmente de Pinus montezumae. Los dafios causados por las
larvas consisten en que consumen los pelos radiculares y las partes suculentas de
la raiz de plantulas (Cibrian et al., 2008). También, las larvas y adultos del mosco
fungoso pueden causar dafios indirectos al transportar en su cuerpo y transmitir
hongos patdgenos (Pundt, 1999). Los sintomas en las plantulas son: pérdida de
vigor y hojas, marchitez, amarillamiento, escaso crecimiento, pudricion de raiz. En
ataques severos puede causar la muerte de la plantula (Cibrian et al., 2008;

Landis et al., 1989; Pundt, 1999).

Los métodos de control quimico y biolégico, generalmente se usan para
manejar esta plaga. Sin embargo, la elaboracion de estrategias eficientes de
control de poblaciones requiere una completa identificacion de especies y su

conocimiento de sus estados de desarrollo (Lewandowski et al., 2004).



En el centro de México en viveros forestales de coniferas el mosco fungoso
negro se ha convertido en una plaga de primer orden. La falta de conocimiento del
mosco fungoso negro sobre su manejo en viveros forestales, la escasa
informacion en la identificacion de especies, su biologia y comportamiento. Asi
como, la capacidad de reproduccion y habilidad de crear resistencia a los

insecticidas de esta plaga. Motivaron realizar el presente trabajo.



OBJETIVOS

Los objetivos planteados en este trabajo son:

a) Ildentificaciébn de las especies existentes de mosco fungoso negro en el
vivero de Temamatla, México; que hongos se asociados a larvas y adultos;
describir el dafio causado al sistema radicular de las plantulas de Pinus

montezumae (Lamb); determinar su biologia y ciclo.

b) Evaluar diferentes insecticidas quimicos y bioldgicos para el control de
Lycoriella ingenua (Dufour, 1839) y Bradysia impatiens (Johannsen, 1912)

(Diptera: Sciaridae) en Plantulas de P. montezumae.



|. REVISION DE LITERATURA

1.1 MOSCO FUNGOSO NEGRO

Los Dipteros de la familia Sciaridae son conocidos como mosco fungoso
negro (Black Fungus Gnats), se encuentran en todos los continentes y se
caracterizan por tener un gran numero de especies (Menzel et al., 2003). Se han
descrito cerca de 2400 especies en todo el mundo. En la region neartica tienen
descritas cerca de 150 especies de la familia Sciaridae, principalmente en Estados
Unidos y Canada. En México, Centro América y Sudameérica la familia Sciariade
estd poco estudiada y solo se han descrito unas cuantas especies (Mohrig y

Menzel, 2009).

Los adultos del mosco fungoso negro viven libres y con frecuencia son muy
activos si se les molesta, viven en lugares con sombra y humedos (Cibrian et al.,
2008). Las larvas viven en la materia organica en descomposicién, debajo del
suelo, debajo de la corteza de arboles o en troncos que estan en descomposicion,
en hongos, en micro cavernas en el suelo, y en las hojas y raices de plantas
herbaceas (Menzel et al., 2003; Mohrig y Menzel, 2009). Las larvas generalmente
se alimentan de plantas en descomposicion, excremento de animales, hongos,
madera y raices (Steffan, 1981; Menzel et al., 2003; Mohrig y Menzel, 2009).

Tienen una gran cantidad de plantas hospederas.



1.1.1 Importancia

Algunas especies de Sciaridae son reportadas como plagas de importancia
econOmica en invernaderos de produccién de ornamentales, hortalizas, flores y
frutas, leguminosas forrajeras, coniferas, y en la produccién comercial de hongos y
en viveros (Aguilar y Ortega, 1996; Cibrian et al., 2008; Garcia, 2008; James et al.,
1995; Landis et al., 1989; Hurley et al., 2007; Keates et al., 1989; Mansilla et al.,
2001; Menzel et al., 2003, 2006; Mohrig y Menzel, 2009; Steffan, 1981; Springer
1995a; White et al., 2000). Si en el sustrato donde se desarrollan las larvas no
existen suficientes fuentes de alimento, las larvas se alimentan de raices vivas de

las plantas o de bulbos, semillas carnosas como las de encino.

Dentro de las especies de importancia econdmica de la familia Sciriadae
estan Lycoriella ingenua (Dufour. 1839) y Bradysia impatiens (Johannsen, 1912)
(= Bradysia difformis Frey). Las larvas de L. ingenua son consideradas como una
de las principales plagas en el mundo en la produccién comercial de hongos
Agaricus biosporus (Lange) Imbach, se alimentan directamente del micelio, hacen
galerias en los hongos, indirectamente dafian el sustrato, inhibiendo el crecimiento
del micelio y los adultos pueden transportar agentes patdgenos como nematodos,
hongos y agentes contaminantes (Erler et al., 2011; O Connor y Keil, 2005; Smith
et al., 2006; White et al., 2000). Las larvas de B. impatiens son reportadas
atacando producciones comerciales de hongos, pero también en invernaderos de
ornamentales (Euphorbia pulchérrima Willd. ex. Klotzch), forrajes y en viveros

forestales de Eucalyptus y coniferas (Hurley et al., 2007, 2010; Mansilla et al.,



2011; Villanueva et al., 2013). También, se considera al mosco fungoso negro
como un posible transmisor de hongos patdgenos como, Botrytis cinerea, Pythium
sp., Fusarium oxysporum, Verticillium albo-atrum, Verticillium fungicola, Fusarium
circinatum (Gardiner et al., 1990; Gillespie y Menzies, 1993; James et al., 1995;

Hurley et al., 2007, 2010; Kalb y Millar, 1986; Shamshad et al., 2009).

Cibrian et al. (2008) reporta en México en los estados de Jalisco y Estado
de México, infestaciones severas del mosco fungoso negro. Causando grandes

pérdidas de coniferas.

1.1.2 Sintomas y dafios

La primera sefial de infestacion por mosco fungoso negro es la presencia
de adultos volando alrededor de las plantas hospedantes y en las zonas oscuras y
hamedas. Si bien, los adultos pueden transportar hongos patégenos en su cuerpo.
Las larvas son los verdaderos causantes de dafios a las plantas. Las larvas
pueden consumir por completo, pequefias raices, o solamente el exterior de las
raices grandes, dejando el tejido vascular en tiras. Cuando los sintomas se hacen
evidentes, el dafio es tan severo que el control de las larvas ya no es practico
(Cibrian et al., 2008; Landis et al., 1989; Pundt, 1999).

Los sintomas que presentan las plantas que son atacadas por el mosco
fungoso negro son: perdida de vigor repentino, amarillamiento, pudricion en raiz,
escaso crecimiento, caida de hojas, marchitez, y en infestaciones severas la

muerte de la planta. Pero se debe tener cuidado, estos sintomas pueden ser



confundidos con los de Fusarium circinatum (Cibrian et al.,, 2008; Landis et al.,
1989; Pundt, 1999).

Las larvas del mosco fungoso negro en plantulas de leguminosas
consumen los tejidos de la epidermis y el cértex; sin embargo, los tejidos del
cilindro vascular lignificados no son comidos. Estos ataques de las larvas
provocan el marchitamiento de la planta, perdida de vigor y escaso crecimiento

(Springer, 1995b).

1.1.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida del mosco fungoso negro desde huevo a adulto puede variar
de 3 a 5 semanas dependiendo de la temperatura (Mansilla et al., 2001; Pundt.
1999; Villanueva et al., 2013). Mansilla et al. (2001) reporta que B. impatiens a una
temperatura de 23°C. + 1y 70 + 1% de humedad relativa, los adultos viven de 4 a
7 dias; huevos 3 0 5 dias; total del estadio larvario 9 a 13 dias; pupa de 4 a 6 dias.
En total el ciclo completo tiene una duraciéon de entre 20 a 31 dias. Wilkinson y
Daugherty (1970) reporta para B. impatiens que la duracién del ciclo de completo,
en promedio dura 27.5 dias. Frouz y Novakova (2000) reportan para L. ingenua su
ciclo completo puede durar 18 dias a 25°C, hasta 40 dias a 15°C., y que la

duracion del ciclo de vida esta determinado por la temperatura.

1.1.4 Manejo

El mosco fungoso tiene un ciclo de vida muy corto de aproximadamente 30

dias desde huevo hasta adulto; las hembras ponen de 100 a 200 huevos; presenta



varias generaciones (Cibrian et al., 2008; Landis et al., 1989; Pundt, 1999). Como
consecuencia de su ciclo biolégico corto y el gran nimero de huevos puestos por
cada hembra las poblaciones se incrementan muy rapidamente. Ademas, las
generaciones se traslapan. Estas caracteristicas del ciclo bilégico y reproductivas
del mosco fungoso hacen dificil su manejo. Por tales motivos el manejo debe de
involucrar varias técnicas control (Cibrian et al., 2008; Garcia, 2008; Landis et al.,

1989; Pundt, 1999).

1.1.4.1 Control cultural. En el control del mosco fungoso negro en
invernaderos y viveros, la sanidad e higiene juegan un papel primordial. Dentro de
las acciones que se deben realizar son: desinfeccidn del sustrato, desinfeccién de
camas del vivero, asi como los tubetes o charolas que se utilizan cada ciclo;
Buena nivelacion del terreno, para evitar encharcamientos; Revision de material
propagativo; En caso de usar compostas, se debe de verificar que este bien
procesada y libre del mosco fungoso negro; adecuado manejo de la nutricion y
fertilizacion de las plantulas que crecen en el vivero para garantizar su vigor;
Establecer laminas de riego necesarias y adecuadas, para evitar problemas de
excesos de agua y mal drenaje (relacionado también con un buen sustrato);
Verificar la adecuada altura de las camas del vivero para evitar microclimas que
proporcionen sombra y humedad; remociéon de malezas, y en caso de haber
plantas infectadas eliminarlas; aplicar una capa de jal o vermiculita (Garcia, 2008;
James et al., 1995; Landis et al., 2008; Pundt, 1999). En el caso de la produccion
de hongos comestibles se debe de hacer una correcta pasteurizacion del sustrato,

desinfectar los invernaderos entre cultivos. También, mantener cerrados los



invernaderos (White, 1981). Ademas, de las recomendaciones anteriores. Se debe
monitorear permanentemente la evolucion de poblaciones de mosco fungoso
negro, para realizar aplicaciones de insecticidas oportunamente (Cibrian et al.,

2008; Landis et al., 1989; Pundt, 1999).

1.1.4.2 Control fisico. El control de los adultos mediante este método
consiste en colocar trampas pegajosas ya sean de color amarillo o rojas a una
altura de 15 cm del follaje de las plantas, en una densidad de 10 a 20 trampas por

cada 1000 metros cuadrados. Estas trampas se deben retirar periédicamente.

Para controlar las larvas el método consiste en enterrar rodajas de papa
para atraer a las larvas. Retirarlas una vez por semana (Garcia, 2008; Landis et
al., 1989; Pundt, 1999). Sin embargo, estos métodos son mas eficientes para

monitorear el comportamiento de la poblacion.

1.1.4.3 Control quimico. ElI control del mosco fungoso negro en
infestaciones severas se realiza con insecticidas quimicos. Estos disminuyen
rapidamente las poblaciones de larvas, pero esto solo es una solucion temporal
(James et al.,, 1995; Pundt, 1999). Mansilla et al. (2001) obtuvo resultados
satisfactorios utilizando Flufenoxuron, diflebenzuron, azadiractina y deltrametrina.
Aguilera y Ortega (1996) reportan que plantas de trébol rosado (Trifolium pratense
L.) tratadas con clorpirifos, fueron protegidas al 100%. A pesar de la facilidad de
conseguir los productos quimicos y su gran variedad de presentaciones, tienen
algunas desventajas como es el caso de los organofosforados que el uso repetido

y gran niumero de generaciones que tiene el mosco fungoso, ocasiona que rapido
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desarrollen resistencia el mosco fungoso negro (White, 1981). Erler et al. (2011)
en la produccién del hongo Agaricus bisporus obtuvo que los reguladores de
crecimiento teflubenzuron, pyriproxyfen, novaluron y diflubenzuron pueden ser una

alternativa de control de Lycoriella. Ingenua.

1.1.4.4 Control biolégico. Este tipo de control ha resultado ser efectivo en
larvas. Se realiza basicamente con dos entomopatégenos como la bacteria
Bacillus thuringiensis subespecie israelensis y el nematodo
entomofagoSteinernema feltiae, y S. carpocapsae (Cibrian et al., 2008; Cloyd y
Dickinson, 2006; Landis et al.,, 1989; Mansilla et al., 2001; Pundt, 1999; Van
Epenhuijsen et al., 2001; White, 1999). Estos tipos de control son de facil

aplicacion y se consiguen comercialmente.
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Il. PRIMER REPORTE SOBRE Lycoriellaingenua Y Bradysia impatiens

(DIPTERA: SCIARIDAE) BIOLOGIA Y HONGOS ASOCIADOS

Victor Hugo Marin Cruz'

2.1 RESUMEN

Se estudiaron dos especies de
mosco fungoso negro, Lycoriella (Lycoriella)
ingenua (Dufour, 1839) y Bradysia impatiens
(Johannsen, 1912) (Diptera: Sciaridae), que
causan dafio a plantulas de Pinus
montezumae (Lamb, 1832) en viveros
forestales. Estos dipteros se identificaron
morfolégicamente y por métodos moleculares
y se citan por primera vez como plaga en
viveros forestales de México. Para L. ingenua
la proporcion de sexos por cada macho fue
1.25 hembras; para esta especie se midieron
huevos, pupas, larvas y capsulas cefalicas.
Con los datos morfométricos de longitud de
cuerpo y ancho de la capsula cefalica de
larvas 'y mediante el método de
conglomerados jerarquicos se determinaron
los instares larvarios de la especie. Para B.
impatiens por cada macho existen 2.4
hembras. En la definicion de los instares
larvarios, el mejor parametro fue el ancho de
capsula cefalica. Ambas especies
presentaron cuatro instares larvarios. Las
dos especies se criaron en laboratorio a 21 +
2°C. El ciclo completo de L. ingenua requirid
de 30.5 + 3.5 dias. Para B. impatiens el
tiempo para concluir ciclos biolégicos fue de
27.5 + 2.5 dias. Se determind que las larvas
de ambas especies consumen la raiz de P.
montezumae. Se identificaron los hongos
asociados a larvas y adultos de ambas
especies, Fusarium circinatum fue el mas
importante y se registra por primera vez en
viveros de P. montezumae; esta especie de
hongo se identific6 mediante morfologia y por
métodos moleculares.

Palabras clave: Mosco fungoso
negro, ciclo biolégico, instares larvarios,
hongos asociados, proporcion de sexos.

1 Tesista
2 Director
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ABSTRACT

Lycoriella (Lycoriella) ingenua (Dufour,
1839) and Bradysia impatiens (Johannsen,
1912) (Diptera: Sciaridae) are two black
fungus gnats species studied that harm Pinus
montezumae (Lamb, 1832) seedlings in
forestry nurseries. These dipterous were
morphological and molecularly identified and
are mentioned for the first time as a pest in
Mexico’s forestry nurseries. To Lycoriella
ingenua the proportion of sexes by each male
was of 1.25 females; for this species eggs,
pupas, larvae and cephalic capsules were
measured. The morphometric data of body
length and cephalic cage width of larvae
through the hierarchical conglomerated
method determined the larval instars of the
species. To B. impatiens by each male there
are 2.4 females. In the definition of the larval
instars the best parameter was the one of the
cephalic capsule. Both species presented four
larval instars. Both species were bred under
lab conditions at 21 + 2°C. The whole cycle of
L. ingenua required 30.5 + 3.5 days. For B.
impatiens the time to conclude biological
cycles was of 275 + 25 days. It was
determined that both species of larvae
consume P. montezumae root. The fungi
associated to larvae and fungi of both species
were identified. Fusarium circinatum was the
most important and it is registered for the first
time in nurseries of Pinus montezumae; this
species was morphological and molecularly
identified.

Key words: black fungus gnats,
biological cycle, larval instars, associated
fungi, sex proportion.



2.2 INTRODUCCION

Los adultos de la familia Sciaridae son pequefias moscas que miden de 1-6
mm (Mohrig y Menzel, 2009); entre sus especies estan los conocidos comunmente
como moscos fungosos negros, insectos que se constituyen como plagas en
viveros e invernaderos; comprenden varios géneros y especies. Dentro de estos
géneros se incluye Lycoriella Frey, 1972 y Bradysia Winnertz, 1867. Las larvas se
alimentan de hongos, algas y materia organica en descomposicion, eventualmente
son capaces de perforar raices sanas de diferentes especies y semillas carnosas
cuando las condiciones son favorables, y en infestaciones severas pueden
ocasionar la muerte de la planta (Aguilera y Ortega, 1996; Cibrian et al., 2008;
Landis et al., 2008; Mansilla et al., 2001; Springer, 1995a, b). Varias especies de la
familia Sciaridae son reportadas como plagas de importancia econémica en
invernaderos y en la produccion del hongo Agaricus bisporus (Lange) (Imbach)
(Erler et al., 2011; Landis et al., 1989; Loudon, 1978; O Connor y Keil, 2005; Shin
et al.,, 2012; Smith et al., 2006; Steffan, 1981; White et al., 2000). Las plantas
atacadas por el mosco fungoso negro presentan los sintomas de perdida de vigor,
marchitez, desprendimiento de hojas, escaso crecimiento, amarillamiento de follaje
(Cibrian et al., 2008, Landis et al., 1989; Pundt, 1999). Ademas, las larvas y
adultos del mosco fungoso pueden facilitar la infeccibn de plantulas por llevar
sobre su cuerpo esporas de hongos patdogenos como Pythium, Fusarium, Botrytis,
Verticillium y Phoma (Braun et al.,, 2009; Gardiner et al., 1990; Gillespie y
Menzies., 1993; Hurley et al., 2007; James et al., 1995; Kalb y Millar, 1986; Pundt,

1999).
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En los ultimos afios se ha reportado al mosco fungoso negro alimentandose
de las raices de plantulas de arboles como eucaliptos y coniferas (Cibrian et al.,
2008; James et al., 1995; Hurley et al., 2007; Keates et al., 1988; Landis et al.,
1989; Mansilla et al., 2001; Menzel et al., 2003, 2006). Segun Cibrian et al. (2008)
en México se tienen reportes de severas infestaciones del mosco fungoso en
viveros forestales en el centro del pais, causando cuantiosas pérdidas de plantulas

de coniferas.

En el ciclo de producciéon de planta forestal de 2010-2011, en el vivero
forestal de Temamatla, Estado de México se tuvieron infestaciones severas por el
mosco fungoso, las pérdidas fueron de méas del 40% de la cosecha de planta (1.5
millones de un total de 4 millones), la informacion bésica para el manejo de la
plaga fue reducida e incompleta, no se conocian las especies de mosco fungoso
involucradas, ni sus ciclos y habitos. Por ello se planteé el presente estudio con
los objetivos de identificar y describir las especies existentes de mosco fungoso en
el vivero de Temamatla, ademas, estudiar su ciclo biolégico, habitos y su relaciéon

con hongos patégenos de la raiz.

2.3 MATERIALES Y METODOS

Los adultos y larvas de mosco fungoso negro fueron recolectados en
octubre de 2012, de plantulas de P. montezumae del vivero forestal de
Temamatla, Estado de México, en el momento de la recolecta las plantulas de

pino tenian una edad de dos meses. Los adultos de mosco fungoso se capturaron
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con un aspirador manual. Las larvas se tomaron con un pincel directamente de la

raiz y del sustrato donde crece el pino.

2.3.1 Identificacion de especies del mosco fungoso negro

Los adultos de mosco fungoso Lycoriella (Lycoriella) Ingenua (Dufour, 1839)
y Bradysia impatiens (Johannsen, 1912) se conservaron en frascos con etanol al
96%. Para su identificacion se montaron en laminillas con azul de algodén. En su
estudio se usG un microscopio Optico Leica. Se usaron claves taxondmicas de la
familia Sciraidae de Mohrig y Menzel (2009), Steffan (1981), Komarov (2009);
Menzel et al., (2003); Shin et al., 280129, y Villanueva et al.,, (2013). La
identificacion de las especies se corrobord por medio de extraccion de DNA. El

método utilizado para extraccion de DNA fue el usado por Hurley et al., (2010).

2.3.2 Hongos asociados al mosco fungoso negro

Para determinar los hongos asociados al cuerpo de los insectos, se
recolectaron adultos y larvas de ambas especies directamente de los
contenedores donde crece P. montezumae. En un lote de 10 cajas de Petri con
medio de cultivo de dextrosa papa agar (PDA) sin antibiotico se colocaron 10
larvas vivas por cada caja; también se colocaron 10 adultos vivos en cada una de
10 cajas de Petri. Las cajas de Petri se mantuvieron en una cadmara de cria a una
temperatura de 23°C + 2°C. Se revisaron diariamente, al octavo dia las colonias
de hongos se reaislaron para tener cultivos puros. Los géneros de hongos

obtenidos se identificaron segun la clave de Carrillo (2003) y un microscopio 6ptico
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Leica. La caracterizacion molecular de las especies de hongos patégenos se
realizd la extraccion DNA con primers especies-especificos CIRC1A y CIRC4A

para detectar Fusarium sp., segun el método empleado Hurley et al., (2007).

2.3.3 Ciclo biolégico y comportamiento de L. ingenuay B. impatiens

2.3.3.1 Ciclo biolégico. Los adultos de las dos especies previamente
identificadas, se colocaron por separado en camaras de cria. Estas camaras
consistieron en envases de plastico de medio litro, transparentes con tapa. Se
colocaron diez repeticiones por género, cada una consistié en 10 hembras y dos
machos adultos. Los envases de plastico se prepararon: cubriendo el piso con
recortes de papel bond blanco, el papel se coloc6é para conservar la humedad.
Ademas, se colocaron tres rodajas de papas (diametro de 3 cm y de alto 1.5 cm)
previamente desinfectadas mediante flameo con alcohol y mechero, a cada rodaja
se le realizd, con una aguja de diseccion, cuatro ranuras con una profundidad de
0.5 cm, con el fin de que las hembras pusieran sus huevos en las ranuras. Para
mantener la humedad en los envases, cada cuatro dias se agregaron 3 ml de
agua destilada, en el centro de las tapas se perfor6é un circulo (3 cm de diametro)
para introducir los adultos de mosco fungoso. Para que no escaparan los adultos,
la perforacion se sell6 con tapdn de algodon. Las camaras de cria se mantuvieron

a una temperatura 21°C + 2°C.

Una vez que las hembras pusieron los huevos, éstos se sacaron y se
colocaron en grupos de 30-50 en cajas de Petri, preparadas con fondo de papel y

una rodaja de papa. Se registré el desarrollo de esta poblacion en las cajas de
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Petri, hasta que inici6 la emergencia de nuevos adultos; conforme fueron
emergiendo se separaron en parejas, macho y hembra; cada pareja fue puesta en
una nueva caja de Petri, de esta manera se aseguro el desarrollo de cada especie,
se usaron 15 repeticiones por cada especie, se tomaron datos todos los dias hasta
terminar el ciclo. La duracién del ciclo biolégico se determind a partir de la
aparicién de los adultos hasta que emergieron nuevos adultos. Una vez que

morian, los adultos se montaban en porta objetos y se determinaba la especie.

2.3.3.2 Numero de Huevos. Para determinar el nimero de huevos puestos
por hembra, en un envase de medio litro (preparado de la misma forma que los
anteriores) se colocaron un macho y una hembra adultos de la misma especie
recién emergidos sin aparearse (se hicieron 15 repeticiones). Dentro se aparearon
y las hembras ovipositaron; una vez que la hembra moria se revis6 con un
microscopio 6ptico estereoscépico las rodajas de papa. Se cont6é el nUmero de
huevos puestos por hembra y la forma en que los puso y agrupé. Este material se

utilizé para medir largo y ancho de los huevos.

2.3.3.3 Pupa. Se medié el largo y ancho, se determiné el tiempo que tardan
en emerger los adultos, ademas se observo y document6 el comportamiento de

las mismas.

2.3.3.4 Instares larvales. La separacion de instares larvales se hizo por
medio de la disposicion de los espiraculos, como lo reporta Steffan, (1981). Las
larvas de la familia Sciaridae tienen cuatro instares: metapneusticos en el primer

instar; mientras que en el segundo y tercer instar son proneusticos; en el cuarto
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instar son hemipneusticos. Para confirmar la separacion de instares se hicieron
estudios morfométricos por cada especie; para L. ingenua se midieron el largo del
cuerpo y ancho, y largo de la capsula cefalicas; Para B. impatiens solo se midio el
largo y ancho de la capsula cefélica. Los datos de morfometria se analizaron
mediante el Andlisis de Conglomerados Jerarquico (Castellanos y Olguin, 2000).
Este procedimiento del Andlisis Multivariante esta disefiado para encontrar
agrupaciones naturales (conglomerados o clusters) dentro de un conjunto de
datos, se basa en el supuesto de que los datos son generados por una distribucién
mezcla. En la funcion “mclust” del S-Plus V 6.1, 2001 estd implementado este
procedimiento. Para cada numero posible de grupos este procedimiento obtiene la
mejor clasificacion y proporciona los valores AWE(K) (por sus siglas en inglés),
obtenidos como una funcion del factor de Bayes del modelo sin agrupamiento vs la
clasificacion con k grupos. Para seleccionar el nimero de grupos en base a este
criterio se puede seleccionar el valor k* que tiene valor AWE maximo. Sin
embargo, si AWE(k*-1) no difiere mucho de AWE(k*), por el principio de

parsimonia, puede ser preferible k*-1.

2.3.3.5 Proporcién de sexos. La proporcibn de sexos se calculd
analizando la genitalia, de 750 individuos adultos de L. Ingenua; y 583 adultos de
B. impatiens. Estos individuos se obtuvieron de camaras de cria (misma
preparacion que las anteriores) donde se pusieron 10 hembras con dos machos,
con cinco repeticiones por cada especie. Se esperé que el ciclo se completara y

todos los adultos se colectaron en alcohol al 96%.
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2.3.3.6 Comportamiento. Se recolectaron plantulas de pino que
presentaron sintomas de atagque de mosco fungoso negro. El cepellon de las
plantulas fue removido con agua corriente. Con un microscopio estereoscépico se
revisaron las raices que dieron positivo a la presencia de dafios de larvas, se
identifico el sitio de entrada de la larva a la raiz. Después, se realiz6 un corte
transversal a cada raiz. Este corte se hizo del cuello de la raiz hacia bajo. Los
dafios en cada raiz causados por larvas se describieron. Ademas, en cajas de
Petri se colocaron en extremos opuestos 10 larvas de segundo y tercer instar de
mosco fungoso y una plantula de pino. Este proceso se realizé con 15
repeticiones. Las larvas y la plantula se colocaron con una separacion de 7.5 cm.

Se contabilizé el tiempo que tomaron las larvas en detectar la raiz y llegar a ellas.

Se observo el comportamiento de larvas y adultos en camaras de cria. Se
registré dia con dia durante el ciclo completo, para conocer de forma precisa sus

habitos en laboratorio de L. ingenua.

2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Identificacion de especies

Para la identificacion a nivel de género se utilizaron las claves de Steffan
(1981) y Mohrig y Menzel (2009), con ellas se caracterizaron a los géneros
Bradysia Winnertz, 1867 y Lycoriella Frey, 1948. Para la identificacion de

Bradysia impatiens (Johannsen, 1912) se utilizé la redescripcion de Menzel et al.
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(2003), Shin et al. (2012) y Mohrig et al. (2012). Para Lycoriella Ingenua (Dufour,
1839) se utilizé la clave de Komarov (2007), Shin et al. (2012) y Mohrig et al.

(2012). La identificacidon se corroboro con el estudio molecular de cada especie.

2.4.1.1 Diagnosis Bradysia impatiens (Johannsen, 1912). Adulto: Macho.
Color pardo oscuro a negro, longitud 2.25 mm. Cabeza: Puente ocular de 2 a 3
facetas de ancho. Antena corta comprimida y uniformemente oscura, longitud 1.27
mm; cuarto flagelémero (Fig. 1A) 1.6 veces mar largo que ancho, con la superficie
ligeramente rugosa. Palpo (Fig. 1B) moderadamente largo, amarillo a pardo claro,
con tres segmentos, segmento basal con la fosa sensorial profunda, sensilas
largas, ligeramente curvadas con punta roma; 7 sedas largas dispuestas sobre el
segmento. Térax pardo oscuro a negro, con areas laterales pardo claras a
amarillas. Coxas y fémures pardos claros a blanquecinos amarillo; tibias y tarsos
oscurecidos por las sedas oscuras y gruesas. Postpronotum sin sedas.
Mesonotum con sedas largas y laterales, y sedas cortas dispersas sobre la
superficie (setulae). Katepisternum triangular. Escutelo con tres sedas largas.
Lado interno de la tibia anterior con una hilera de 10 sedas (Fig. 1C); tibia media y
posterior con dos sedas delgadas en forma de espolones, subiguales. Ufias
tarsales sin dientes. Ala (Fig. 1D) longitud total 1.95 mm, anchura 0.80 mm,
infuscada grisacea-parda; venas posteriores sin macrotriquias; base de la M mas
larga que la bifurcacion de M. Genitalia compacta (Fig. 1E); sin I6bulo basal o
grupo de sedas en la vista ventral. Gonocoxito corto, cubierto con sedas oscuras,
asi como sedas gruesas y largas principalmente en la base. Tergite 9 corto,

trapezoide, ligeramente emarginado apicalmente con varias sedas largas.
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Gonostilo (Fig 1F) 2.5 veces mas largo que ancho, apice con sedas gruesas, 8
subiguales espinas curvadas ventromedialmente y una espina apical (diente).
Tegmen ligeramente mas ancho que largo, redondeado apicalmente; edeago con

base esclerotizada, longitud 0.1 mm.

Hembra. Similar al macho. Longitud 2.25 mm. Antena longitud 1.30 mm.
Cuarto flagelémero 2.2 veces mas largo que ancho. Palpo con el segmento basal
con la fosa sensorial profunda y oscura, 7 sedas largas dispuestas sobre el

segmento. Longitud del ala 2.8 mm.
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Figura 1. Macho adulto de B. impatiens (A-F) (A) Cuarto flagelomero. (B) Palpo.

(C) Tibia anterior, peine apical. (D) Ala. (E) Genitalia, vista ventral. (F) Gonostilo,

vesta lateral.
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En México B. impatiens es reportada como plaga comun en los
invernaderos de nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzch)
(Villanueva, 2013); sin embargo este insecto tiene distribucibn mundial, por
ejemplo de Gran Bretafia se reporta atacando hongos comestibles en
invernaderos (White et al., 2000). Mansilla et al. (2001) la reportan causando dafio
en viveros de Eucalyptus en Italia. Hurley et al. (2007) y (2010) identificaron a B.
difformis (sinonimia de B. impatiens) en viveros de coniferas en Sudafrica. En
México es la primera vez que se le reporta de viveros forestales. B. impatiens se
extrajo del interior de raices de plantulas de P. montezumae. Un total de 87
adultos de B. impatiens fueron colectados del vivero de Temamatla, México. Los
cuales fueron procesados molecularmente; las secuencias genéticas se

depositaron en el GenBank.

2.4.1.2 Diagnosis Lycoriella (Lycoriella) ingenua (Dufour, 1839). Macho
(Fig. 2A). Cabeza: puente ocular con 4 facetas de ancho. Antena uniformemente
oscura, longitud 1.48 mm; cuarto flagelomero (Fig. 2B) 2.1 veces mas largo que
ancho, cuello corto pero distinguible. Palpo (Fig. 2C) pardo claro, con tres
segmentos, segmento basal con la fosa sensorial profunda, 8 sedas dorsales
largas y dispuestas sobre el segmento. Térax oscuro. Coxas y fémures pardo
claras; tibias y tarso oscurecidos por las sedas oscuras y gruesas. Mesonotum con
sedas largas y sedas cortas dispersas sobre la superficie (setulae). Katepisternum
triangular. Escutelo con sedas largas. Lado interno de la tibia anterior compuesta
de 14 sedas (Fig. 2D); tibia media y posterior con dos sedas delgadas en forma de

espolones, subiguales. Uias tarsales simples. Ala (Fig. 2E) longitud total 2.35 mm,
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anchura 0.84 mm; venas posteriores sin macrotriquias; base de la M mas larga
que la bifurcacion de M. Genitalia (Fig. 2F). Gonocoxito con lébulo basal
compuesto de 14 sedas (Fig. 2G). Tergite 9 triangular. Gonostilo (Fig. 2H) 3.3
veces mas largo que ancho, apice con sedas gruesas, curvadas
ventromedialmente y varias sedas mediales a lo largo del margen interna, una
seda larga, en forma de latigo cerca de la base; distintiva espina apical robusta y
curvada. Tegmen mas ancho que largo, apice ligeramente emarginado; edeago

con base esclerotizada, longitud 0.06 mm.

Hembra. Similar al macho. Longitud 3.0 mm. Antena longitud 1.25 mm.
Cuarto flagelomero 2.28 veces mas largo que ancho. Palpo con el segmento basal
con la fosa sensorial profunda y oscura, 8 sedas largas dispuestas sobre el

segmento. Longitud del ala 2.38 mm.

L. ingenua se reporta por primera vez en viveros forestales de México,
causando dafio a plantulas de P. montezumae. Pérez et al. (2013) reportan esta
especie en México como plaga en la produccion de Agaricus bisporus (Lange)
Imbach en Perote, Veracruz. En el mundo L. ingenua es considerada una plaga
principal en la produccion del hongo A. bisporus (Erler et al., 2011; O Connor y
Keil, 2005; Shamshad et al., 2009; White et al., 2000). Para la determinacion de la
especies se recolectaron 48 adultos de L. ingenua los cuales fueron procesados

molecularmente; las secuencias fueron depositadas en el GenBank.

24



25



Figura 2. Macho adulto de L. ingenua (A-H) (A) Macho, habito. (B) Cuarto
flagelomero, vista lateral. (C) Palpo. (D) Tibia anterior, perine apical. (E) Ala. (F)
Genitalia, vista ventral. (G) Lobulo basal del gonocoxito, vista ventral. (H)

Gonostilo, vista lateral.
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2.4.1.3 Ovoposiciéon de L. ingenua. Una hembra puede poner de 25-122
huevos, en promedio ovipositan 81 huevos (DE 32.27). Los huevos miden de largo
0.213 mm y de ancho 0.134 mm (rango 0.091-0.143 mm, DE = 0.0157, n = 66).
Los huevos son puestos preferentemente en grietas, de manera individualmente o
en grupos de 2 a 54 (Fig. 3A-C). Son lisos, blandos y de color blanco lechoso
recién puestos. Conforme maduran se ponen de color amarillo claro
semitransparentes brillante (Fig. 3D-F). A partir del segundo dia se identifica la
cabeza esclerosada de la larva, el tercer dia se observar cabeza bien formada con
sus mandibulas, la cabeza de la larva puede ocupar hasta el 20% de la superficie
del huevo. Frouz y Novakova (2001) reportan que una hembra de L. ingenua
puede poner en promedio 53 huevos (rango 47-110). Wilkinson y Daugherty
(1970) menciona que el rango de ovoposicion B. impatiens es de 12 a 156 huevos,

y en promedio 75 huevos por hembra.

Lewandowki et al. (2004) encontro medidas mayores para el largo y ancho
de los huevos de L. ingenua (media de ancho 0.17mm y largo 0.29mm). O"connor
y Kiel (2005) reportan que el nimero de huevos puestos por las hembras aumenta
con el peso de estas. Otros resultados de la familia Sciaridae reportan que B.

impatiens miden 0.24mm longitud y 0.16mm ancho (Mansilla, et al., 2001).
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Figura 3. Oviposicion de Lycoriella ingenua. (A) Hembra y macho de L. ingenua

apareandose. (B y C) Hembras ovipocitando. (D) Huevos puestos preferentemente

en grietas o ranuras. (E y F) Huevos puestos de manera individual y en grupos.

2.4.1.4 Larvas. Son filiformes, de color blanco transparente, se puede
observar su sistema digestivo, presentan capsula cefalica bien quitinizada desde

el primer instar. Presenta cuatro instares larvarios.

2.4.1.5 Pupa. La pupa recién formada es de color blanco brillante (Fig. 4A-
C); el segundo dia cambia a color amarillo; después del tercer dia es de color
dorado brillante. La pupa es obtecta, sus apéndices estan unidos al cuerpo y
cubiertos por una cuticula fina (Fig. 4D-F). La pupa mide en promedio de largo
1.8026 mm (1.282-2.773 mm, DE = 0.4127, n = 24) y de ancho 0.5120 mm (0.677-
0.438 mm, DE = 0.061, n = 24). Lewandowski et al. (2004) reporta que el promedio

del largo de la pupa es de 2.539 mm (DE = 0.353).
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Figura 4. Habitos de pupas de L. ingenua (A-F) (A) Prepupa se ve claramente
como se contrae el cuerpo de la larva de cuarto instar. (B) Pupa de color blanco
sujeta por hilos de seda de un dia. (C) Pupa de color blanco de un dia sin hilos de
seda. (D) Pupa que construyo capullo con hilos de seda. (E) Pupa con capullo
hecho de excremento y basura. (F) Pupa de tercer dia de color dorado, no

construyo capullo.
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2.4.1.6 Medias de estadios de Lycoriella ingenua. En el Cuadro 1
presentan las medias del largo de los estadios de L. ingenua. Lewandowski et al.
(2004) usando una dieta de turba y soja, reporta medias mayores que las
obtenidas en este trabajo, sin embargo las diferencias se pueden deber a la dieta

usada.

Cuadro 1. Medias del largo de los diferentes estadios de L. ingenua en mm.

Estadio N Rango Promedio DE
Huevo 66 0.126-0.243 0.210 0.025
Primer instar 54 0.419-0.966 0.678 0.182

Segundo instar 29 0.910-1.561 1.283 0.191

Tercer instar 33 1.734-3.681 2.368 0.6043
Cuarto instar 47 2.073-3.681 3.632 0.885
Pupa 24 1.282-2.773 1.803 0.4127

2.4.2 Ciclos biolégicos y comportamiento L. ingenuay B. impatiens

2.4.2.1 Ciclo bioldgico B. impatiens. En condiciones de laboratorio, a una
temperatura de 21° C + 2° C, en cajas de Petri, con una dieta a base de papa. El
ciclo completo de B. impatiens tiene una duracion de 27.5 (rango 25-30 dias, n =
11 ciclos). La duracion de cada estadio fue: huevos 4.5 dias (rango 4-5 dias); las
larvas de primer instar 2 dias; larvas de segundo instar 2.5 dias (rango 2-3 dias);
larvas de tercer instar 4 dias (rango 3.5-4.5 dias); larvas de cuarto instar 4 dias
(rango 3-5 dias); prepupa 1 dia; pupa 4 dias y adultos 5.5 dias (rango 4.5-6.5

dias). La duraciéon de los cuatro instares larvarios fue de 12.5 dias (rango 11-13
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dias), Mansilla et al. (2001) reporta resultados similares para B. impatiens
(temperatura de 23°C + 1°C) una duracion de estados larvarios de entre 9 a 13

dias, la duracién del ciclo total es de 21-28 dias.

2.4.2.2 Ciclo biolégico L. ingenua. Bajo las mismas condiciones tuvo una
duracion de 30.5 dias (rango 27-34 dias, n = 12 ciclos). Por estadio fue: huevos 4
dias (rango3-5 dias); larvas primer instar 2.5 dias (rango 2-3 dias); larvas de
segundo y tercer instar presenta una duracién similar 4 dias (rango 3.5-4.5 dias),
larvas cuarto instar 6 dias (rango 5-7 dias). El total de duracién de los instares de
las larvas fue de 16.5 dias (rango 14-19 dias); prepupa 1 dia; pupa 4 dias (rango
3.5-4.5 dias); adultos 5 dias (rango 4.5-5.5 dias). En el Cuadro 2 se presentan
diferentes duraciones del ciclo biolégico de L. ingenua. Frouz y Novakova (2001)
reportan que la duracion del ciclo biolégico de L. ingenua depende fuertemente de
la temperatura, este puede variar de 18 a 40 dias con una temperatura
respectivamente de 25°C y 15°C. Ademas, el uso de diferentes dietas puede pudo

influir en la duracion del ciclo biolégico.

Cuadro 2. Ciclos biol6gicos de L. ingenua de autores y temperaturas diferentes.

Duracién Datos *Steffan Lewandowski Frouz y
promedio de originales (1974) et al. (2004) Novakova
estadio en dias 21°C + 2°C 20°C + 2°C 24°C (2001) 22°C
Huevo 4 3.3 3 3.5
Larva instar I-IV 16.5 13.6 13 18.5
Pupa 5 3.1 4 15
Adulto 5 4 6
Total 30.5 24 20 29.5

*Steffan reporta a Lycoriella mali, pero es sinonimia de Lycoriella ingenua.
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2.4.3 Comportamiento y ecologia Lycoriellaingenua y Bradysia impatiens

2.4.3.1 Comportamiento. La hembra oviposita en lugares humedos, bajo
las condiciones de este estudio las hembras depositaron los huevos en las ranuras

echas en las rodajas de papas.

Las larvas de L. ingenua ocasionalmente pueden llegar a comer los cuerpos
de los adultos muertos, larvas débiles o de instares menores, huevos y pupas que
no han eclosionado vivos y muertos. Las larvas por general no construyen
capullos, pero en ocasiones los hacen con excremento y basura. Ademas, las
larvas llegan a sujetarse con hilos de seda antes de pupar. Estos comportamientos

también son reportados por Steffan (1981).

Las larvas de cuarto instar de L. ingenua cuando inician la prepupa dejan de
moverse y comer; son de color blanco; contraen el cuerpo hasta reducirlo a dos
terceras partes del tamafo de la larva de cuarto instar. La talla final del adulto es
similar al de la pupa, este comportamiento coincide con el reportado por

(Lewandowski et al., 2004).

En ocasiones el hongo al crecer invade a los huevos y captura a los adultos
del mosco fungoso negro ocasionandoles la muerte (Fig. 5A-C). Este hongo no se
identificd. En la Fig. 5C se observa una hembra que muri6 mientras ponia sus

huevos.

32



Figura 5. (A-C)Hongos que invaden a huevos y capturan adultos. (A) huevos

invadidos por micelio de hongo. (B-C) Adultos capturados por micelio de hongos.

Figura 6. (A-F) Larvas libres e infestadas por nematodos. (A) Larva libre de

infestacion de nematodo. (B y E) Larvas con deformaciones causadas por
nematodos. (D) Nematodos en rojo en larvas. (C, D y F) Nematodos emergiendo

de larvas.
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Se encontré6 un nematodo que infesta a las larvas de L. ingenua y B.
impatiens, causandoles deformacion del cuerpo en forma de circulo (Fig. 6B,CyE),
posteriormente causa la muerte. En la Fig. 6A se observa una larva libre de
nematodos. En la Fig. 6C,DyF se puede ver al nematodo en rojo dentro de la larva

y al nematodo emergiendo de larvas. Este nematodo no se identifico.

2.4.4 Proporcion de sexos

Ambas especies presentaron en todos los ciclos machos y hembras, por lo
que son disgenicas tal como lo reporta Steffan (1974). La proporcién de sexos de
L. ingenua después de analizar la genitalia de 750 adultos fue de 44.40% machos
(333 individuos) por 55.60% hembras (417 hembras). Por cada macho de L.
ingenua se tiene 1.25 hembras. En el caso de B. impatiens se reviso la genitalia
583 adultos, la proporcién fue de 29.33 machos por 70.77 hembras (171 machos y

412 hembras). En B. impatiens por cada macho que se tiene 2.41 hembras.

2.4.5 Instares larvarios de B. impatiens

Se implementd el procedimiento de conglomerados jerarquicos a las
medidas de amplitud de la cdpsula cefélica de la muestra de 94 larvas usando la
funcion mclust del programa S-PLUS. En la Figura 7, se muestran los primeros 9

valores AWE(k) k = 1,2...9.

En base con los valores de AWE de seleccionar como namero de grupos k*,

aguel que maximiza AWE(K), se obtiene que las larvas de B. impatiens pasaron
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por cuatro instares (k* = 4) antes de prepupar. En las Figuras 8 y 9, se grafican los

cuatro grupos que se obtuvieron con el método de conglomerados jerarquico.
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Figura 7. Valores AWE(k) de la funcion mclust del S-PLUS obtenidos de las

mediciones de amplitud de la capsula cefalica de la muestra de larvas de B.

impatiens.
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Figura 8. Instares larvales de B. impatiens.
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Figura 9. Ancho de capsula cefélica por estadio de B. impatiens.

Los cuatro instares larvarios obtenidos de B. impatiens obtenidos con el
procedimiento de conglomerados jerarquicos concuerdan con los reportados para
la familia Sciaridae por Steffan (1981). Mansilla et al. (2001); Steffan (1974)

también reportan cuatro instares para esta especie.

2.4.6 Instares larvarios de L. ingenua

Se implementé el procedimiento de conglomerados jerarquicos a las
mediciones de amplitud de cdpsula cefalica y largo del cuerpo para la muestra de
182 larvas. En la Figura 10, se muestran las primeros 10 valores AWE que se

obtuvieron k =1,2...10.

De la Figura 10, se obtiene que el optimizador de los valores AWE se
determinan en k* = 4 instares. Y asi, las larvas de L. ingenua pasan por cuatro
instares antes de prepupar. Estos cuatro instares larvarios concuerdan con los
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reportados por otros autores (Lewandowski et al., 2004; Frouz y Novakova, 2001;
Steffan, 1981). En la Figura 11, se muestran los cuatro grupos que se obtuvieron

con el método de conglomerados jerarquico.
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Figura 10. Valores AWE obtenidos al agrupar con la amplitud de la capsula
cefélica y largo del cuerpo de la muestra de L. ingenua con el procedimiento de

conglomerados jerarquicos.
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Figura 11. Representacion grafica de los 4 instares larvales de L. ingenua

obtenidos con conglomerados jerarquicos.
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2.4.7 Disposicion de espiraculos en larvas

El primer instar son metaneuisticas, solo tienen un par de espiraculos en el
altimo segmento abdominal; las de segundo y tercer son son hemipneusticas, solo
tienen un par de espiraculos en el primer segmento del torax; y las de cuarto instar
son proneusticas tienen un par de espiraculos en el primer segmento del térax y
en el abdomen tienen un par de espirdculos por segmento, concuerda con lo
reportado por Steffan (1981) para las larvas de la familia Sciaridae. Sin embargo,
este método no permite separar los instares dos y tres. Para la separacion de
instares larvarios se pueden usar los métodos como la mediciéon del ancho de la

capsula cefalica y largo del cuerpo de la larva o el de conglomerados jerarquicos.

2.4.8 Hongos asociados al mosco fungoso negro

En este estudio se aislaron de las larvas de B. impatiens y L. ingenua los
géneros de hongos, Verticillium, Penicillium, Alternaria, Fusarium, Paecilomyces,
Aspergillus y Mucor. De los adultos de mosco fungoso negro se aislaron cinco
géneros, Verticillium, Penicillium, Alternaria, Fusarium, y Aspergillus. En
condiciones de laboratorio las larvas se alimentan de los siete géneros de hongos
aislados. Teniendo preferencia de alimentarse de hongos, en lugar de PDA. De
Fusarium se obtuvo la especie de Fusarium circinatum Nirenberg et O"Donnell, el
cual es un importante patégeno de especies Pinus. (Wingfield, et al., 2008). Las

secuencias de este hongo fueron depositados en GenBank.

38



Los adultos y larvas del mosco fungoso pueden ser medio de transporte de
hongos patdgenos y no patdgenos (Gardiner, 1990; Hurley et al., 2007, 2010;
James et al., 1995; Kalb y Miller, 1986; Pundt, 1999; Shamshad et al., 2009). Los
moscos fungosos adultos son muy activos en el vivero. De este modo dispersan
los hongos. ElI mosco fungoso puede ser un posible vector de Botrytis cinérea,

Fusarium y Phoma (James et al., 1995; Keates et al., 1989; Mansilla et al., 2001).

En el vivero de Temamatla los adultos de mosco fungoso puede ser
responsables de diseminar F. circinatum en las platabandas. Ademas, las larvas
pueden ser el vector que inocula las plantulas de pino con F. circinatum. Debido
que las larvas podrian llevar en el integumento a Fusarium circinatum. Cuando las
larvas se alimentan de las raices del pino abren heridas. El hongo es introducido a
la raiz en el cuerpo de las larvas o dejan una herida por donde entra el hongo
(James et al., 1995; Pundt, 1999; Springer, 1995b). Sin embargo, en Sudafrica en
viveros forestales de coniferas B. impatiens parece no tener un rol importante en

mover hongos patogenos (Hurley et al., 2007).

2.4.9 Dafo en raiz de plantulas de Pinus montezumae

Las larvas atacaron la raiz principal del P. montezumae. Primero empiezan
por comer la rizodermis (Fig.12B), después perforan la exodermis, que es el tejido
de proteccion de la raiz (James, 2003) (Fig. 12G). La herida causada en la raiz es
la puerta de entrada para diversos patdgenos. Las larvas se instalan en el cortex y
consumen el parénquima cortical, que es una zona rica en reservas de la raiz

(James, 2003; Mirov, 1967). Las larvas se mueven dentro del cortex de manera

39



vertical sin perforar la exodemis que sirve como proteccion. La exodermis
conserva la humedad dentro de la raiz (Fig. 12C-D). Creando un microclima con
condiciones adecuadas para el desarrollo de las larvas y hongos. Las larvas
detienen su consumo de la raiz en la endodermis, que es un tejido de proteccion y
que puede estar lignificado; sin embargo, cuando este comienza a pudrirse es
consumido por las larvas. Por ultimo se alimentan del xilema y el floema. De esta
manera queda la raiz como un tubo, con un centro que esta formado por la medula
lignificada y una parte exterior que constituye la exodermis lignificada. Asi, dentro
de este tubo las larvas se mueven libremente principalmente hacia el cuello de la
raiz. En Trifolium incarnatum L., las larvas del mosco fungoso consumen de forma
similar la epidermis y el cortex. Los tejidos vasculares lignificados no son
consumidos (Springer, 1995a). Las plantulas de pino al no tener una apropiada
comunicacién con raiz. Muestran sintomas de dafios en la parte aérea que se
observa como marchitez, escaso crecimiento, pérdida de aciculas y de vigor.
Estos sintomas pueden ser confundidos con alguna enfermedad causada por
hongos (Fig.12H-I). Estos resultados son similares a los obtenidos por Pundt
(1999); Springer (1995a). Las Fig. 12E- F muestran raices atacadas por larvas del
mosco fungoso pero solo quedan evidencias de estos ataques. Las evidencias
consisten en excrementos y mudas de capsulas cefédlicas. La Fig. 12A se puede

observar una raiz de P. montezumae libre de ataque de larvas.

Las raices concentran el ataque de larvas en los primeros 3-5 cm partiendo
del cuello de la raiz hacia cofia. Esta zona corresponde en las plantulas al area de

maduracién de la raiz, lugar de almacenamiento de reservas. El mayor nimero de
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larvas dentro de la raiz se encontré en esta zona. Hasta 35 larvas por raiz de
todos los instares. Por otro lado el tiempo que las larvas necesitaron para
reconocer y trasladarse a la raiz en las cajas de Petri fue en promedio de 15

minutos (DE = 10).
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Figura 12. Raiz de Pinus montezumae (A-1) (A) Corte transversal de raiz de pino,

sin ataque de larvas. (B) Larva L. ingenua comiendo pelos radiculares. (C) Corte
transversal donde se aprecia el cértex consumido por larvas y exodermis sin
consumir que sirve como proteccion a larvas. (D) Corte transversal que muestra
excremento acumulado de larvas. (E) Raiz con evidencia de presencia de larvas.
(F) Raiz consumida completamente por larvas, excremento y mudas. (G)
Perforacién de entrada de larvas a la raiz. (H y I) Raices muerta por otras causas
diferentes al mosco fungoso negro, el cértex se encuentra muerto pero no fue

consumido por las larvas.
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Las raices concentran el ataque de larvas en los primeros 3-5 cm partiendo
del cuello de la raiz hacia la cofia. Esta zona corresponde en las plantulas al area
de maduracion de la raiz, lugar de almacenamiento de reservas. En esta area
ocurren varios procesos al mismo tiempo. Se incrementa la absorcion de agua y
minerales por los pelos radiculares (James, 2003). El mayor nimero de larvas
dentro de la raiz se encontré en esta zona. Hasta 35 larvas por raiz de todos los
instares. Por otro lado el tiempo que las larvas necesitaron para reconocer y

trasladarse a la raiz en las cajas de Petri fue en promedio de 15 minutos (DE= 10).

2.5 CONCLUSIONES

Por primera vez en México se identifica a B. impatiens y L. ingenua en

viveros forestales atacando plantulas de coniferas.

En el vivero forestal de Temamatla, Estado de México las larvas y adultos
de L. ingenua y B. impatiens se asociacion con varios géneros de hongos. Estos
hongos pueden ser transportados dentro del sustrato de los tubetes por las larvas,

y entre contenedores y platabandas por los adultos.

Los dafios causados en la raiz por las larvas del mosco fungoso pueden
ocasionar la muerte de las plantulas de P. montezumae. Las larvas de mosco

fungoso son capaces de detectar en 15 minutos la raiz del pino.

El ciclo bilégico de B. impatiens a 21°C + en laboratorio fue de 27.5 dias

con cuatro instares larvarios, ademas el ancho de la capsula cefalica es un
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pardmetro que sirve para separar los instares larvarios. Por cada macho se tienen

2.4 hembras.

El ciclo biolégico de L. ingenua a 21°C + en laboratorio fue 30.5 dias,
presenta cuatro instares larvarios, los mejores parametros para separarlos son el
ancho de la capsula Cefalica y largo del cuerpo en combinacion. Por cada macho

se tienen 1.25 hembras.

Por ultimo la duracion del ciclo bioldgico y la talla de los diferentes instares
de estas especies de Sciaridae, estan estrechamente relacionados con la

temperatura y las dietas.
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[lI. SEGUNDO REPORTE SOBRE CONTROL DE MOSCO FUNGOSO NEGRO,

Lycoriellaingenua (Dufour) Y Bradysia impatiens (Johannsen) (DIPTERA:

SCIARIDAE), EN Pinus montezumae (Lamb)

Victor Hugo Marin Cruz*

3.1 RESUMEN

Los moscos fungosos negros Lycoriella
ingenua (Dufour, 1839) y Bradysia impatiens
(Johannsen, 1912), son insectos que afectan
significativamente la produccion de plantulas
de Pinus montezumae (Lamb, 1832) en
viveros de Meéxico. Para ofrecer una
alternativa de control de estos insectos, en el
vivero forestal de Temamatla, México, se
probaron cinco insecticidas quimicos: oxamil,
spirotetramat, imidacloprid, carbofuran,
clorpirifos, y el bioplaguicida Bacillus
thuringiensis var. Israeliensis (BTI). Estos
productos se aplicaron en tres dosis, durante
un periodo de cuatro meses. La eficacia de
los tratamientos se evalud en porcentaje de
plantas sin dafio. De los tratamientos, el
imidacloprid en dosis alta y media genero
una proteccion del 100%. Después, oxamil y
spirotetramat en dosis alta protegié al
96.17% y 95.75%; de la planta tratada,
clorpirifos (dosis media) 95.74%; imidacloprid
(dosis baja) 95.29%. Ocho tratamientos
protegieron del 91.5% a 79.43%. Cuatro no
fueron diferentes al control. Los resultados
sugieren que no todos los productos
evaluados, en sus diferentes dosis, son
efectivos para el control del mosco fungoso
negro. Sin embargo, algunas dosis Yy
productos pueden ser efectivos para
controlar el mosco fungoso negro en
plantulas de P. montezumae.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis,
control quimico, dosis, mosco fungoso negro,
vivero forestal, plantulas.
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ABSTRACT

The black fungus gnats Lycoriella Ingenua
(Dufour, 1839) and Bradysia impatiens
(Johannsen, 1912) are insects that affect
meaningfully the seedling production of Pinus
montezumae (Lamb, 1832) in Mexico
nurseries. To offer an alternative to control
these insects, in the forestry nursery in
Temamatla, Mexico; Five chemical
insecticides were tested: oxamil, spirotetramat,
imidacloprid, carbofuran, clorpirifos and the
biopesticide  Bacillus  thuringiensis  var.
Israleliensis (BTI). These products were
applied in three doses for a 4 month period.
The efficiency of the treatments was evaluated
on the percentage of unharmed plants. Of the
treatments, the imidacloprid in a high dose
generated a protection of 100%. Then, the
spirotetramat and oxamil protected 96.17%
and 95.75% of the treated plant respectively;
the clorpirifos (in a high and half doses)
95.74%, and the imidacloprid (in a low dose)
95.29%. Eight treatments protected from
91.5% to 79.43%. Four were no different to
control. The results suggest that not all the
evaluated products, in different doses, are
effective to control the black fungus gnats.
Nevertheless, some doses and products can
be effective to control the black fungus gnats
in P. montezumae seedlings.

Key word: Bacillus thuringiensis, black fungus
gnats, chemical control, Forestry nursery,
seedlings, treatment.



3.2 INTRODUCCION

En México, el mosco fungoso negro Bradysia sp. (Diptera: Sciaridae) es
considerado una plaga mayor en los viveros que se ubican en el centro del pais
(Cibrian et al., 2008). En los meses de primavera a otofio, las condiciones
ambientales de alta humedad y temperatura son adecuadas para que la poblacion
aumente rapidamente, siendo muy abundante en pocas semanas. Poblaciones
grandes de adultos de mosco fungoso pueden ser un problema en la produccion
de plantulas, debido que sobre su cuerpo pueden llevar esporas de hongos
patégenos, (Gillespie y Menzies, 1993; Pundt, 1999; Shamshad et al., 2009;
Springer, 1995a). Las larvas se alimentan de materia organica en descomposicion,
hongos y raices de plantas sanas (James et al., 1995; Mohrig y Menzel, 2009;
Steffan, 1981); las cuales, al ser heridas, quedan expuestas a hongos patégenos
(James et al., 1995; Kalb y Millar, 1986; Pundt, 1999). Gardiner et al. (1990)
demostré que las larvas de Bradysia impatiens ingieren estructuras fangicas de

Pythium spp., y una vez que pasan por el tracto digestivo las oosporas germinan.

En Temamatla México, las plantulas atacadas por larvas del mosco fungoso
negro presentan sintomas que son confundidos con los de otros patdgenos:
pérdida de vigor, marchitez subita, pudricion de raiz, follaje amarillento, escaso
crecimiento y caida de hojas, estos sintomas también son reportados por Cibrian

et al. (2008); Pundt (1999); Springer (1995a); (1995b). En Canada y Estados

51



Unidos, el mosco fungoso causa dafios en viveros que usan el sistema de

produccion en “contenedores” (Keates et al., 1989; James et al., 1995).

De las especies de mosco fungoso negro de importancia econémica y amplia

distribucién mundial, estan Lycoriella ingenua y Bradysia impatiens.

L. ingenua es plaga principal en la produccion del hongo comestible
champifién Agaricus bisporus Lange (Imbach) (Agaricaceae) (O"Connor y Keil,
2005; Erler et al., 2011; Shamshad et al., 2009; White et al., 2000; White et al.,
1999; White, 1981). En Rusia L. ingenua puede ser una plaga en invernaderos

(Komarov, 2009).

B. impatiens es menos comun que L. ingenua en la produccion de
champifiones (White et al., 2000), pero mas comun en viveros e invernaderos;
esta especie se reporta en lItalia en donde causa dafios en viveros de Eucalyptus
(Mansilla et al., 2001) y en Sudéfrica en donde ataca raices de plantulas de pino

en viveros (Hurley et al., 2007, 2010).

El control del mosco fungoso se hace por medio de insecticidas quimicos,
reguladores de crecimiento y biolégicos. Erler et al. (2011) obtuvo buenos
resultados de control de L. ingenua en la produccion de A. bisporus, aplicando en
el riego diferentes reguladores de crecimiento. Mansilla et al. (2001) reportan que
en condiciones de laboratorio en cajas de Petri los insecticidas flufenoxuron,

diflubenzuron, deltametrina y azadiractina controlan las larvas de B. difformis.

En el vivero forestal de Temamatla, México, desde el afio 2010 se report6 al
mosco fungoso negro, atacando raices de plantulas de Pino montezumae. Los
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dafios afectaron todo el sistema de produccion y redujeron las metas en 2011 y
2012. Para el control de estos insectos se hicieron aplicaciones consecutivas de
insecticidas, principalmente oxamil, carbofuran, y clorpirifos, pero sin lograr
controles aceptables; por ello, se decidié desarrollar el presente estudio con el
objetivo de ofrecer nuevas alternativas quimicas y con insecticidas racionales para

el control de este insecto.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Ensayo de control del mosco fungoso negro

El ensayo se realizo en el vivero forestal de Temamatla, Estado de México,
el cual se ubica a 2,270 altitud, en las coordenadas geogréficas 99°11°15”
longitud oeste y 19°45°11"" latitud norte. El clima predominante en la region es
templado subhumedo, se clasifica como un CW2, las temperaturas mas altas se
presentan en los meses de abril a junio. Las temperaturas maxima y minima
extremas van de los 26°C a 29°C y de los 5°C a 3°C respectivamente. Las
temperaturas mas bajas se presentan de octubre a enero. La temperatura media

anual es de 12.5°C, lluvias en verano.

El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar con
cuatro repeticiones por tratamiento. Se usaron tres dosis por producto: media

(recomendada por el fabricante); alta 20% mas que la media; baja 20% menos que
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la media, y un testigo al que solo se aplic6 agua de riego (Cuadro uno). Cada

dosis se aplicé a un contenedor de plastico con 54 tubetes.

El volumen del tubete fue de 210 ml. La proporcion del sustrato usado en
los tubetes fue de 1 parte de turba, 2 de perlita, 2 de vermiculita y 66,66 gr de
fertilizante iniciador. Las dosis se diluyeron en agua de riego, y se aplicd con
regadera manual. Se realizaron seis aplicaciones, con un intervalo de 20 dias. La
primer aplicacion se realiz6 el 1 de febrero de 2013 cuando las plantulas tenian
una edad de cuatro meses. Esto fue con el fin de que las plantulas de pino se
infestaran de manera natural del mosco fungoso, que ya se encontraba en las
platabandas del vivero desde produccion anterior. Antes de cada aplicacion las
plantulas de pino se contaron. Registrando las plantulas sanas y enfermas. Todas

las plantas enfermas se recolectaron veinte dias después de ultima aplicacion.

Para determinar si la causa de que parecieran enfermas se debia a la
presencia o ataque de las larvas del mosco fungoso cada planta se asign6 a una
de cuatro categorias: a) larvas muertas dentro de la raiz; b) larvas vivas dentro de
raiz; c) evidencia de que hubo excremento de larvas y mudas de cabezas de
larvas; d) larvas vivas junto y fuera de la raiz. Cada raiz se examind haciendo un
corte longitudinal, se retiré la corteza externa, y se reviso el cuello de la raiz.
Ademas, se examind aleatoriamente el 10% de las plantas sanas. Las plantas que
mostraban sintomas de enfermedad debido a otros factores como hongos, dafio
mecanico, ataque de otros insectos, no se incluyeron en el conteo del porcentaje

de dafo por larvas del mosco fungoso.
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Cuadro 1. Tratamientos, ingrediente activo, formulacion y dosis usada por

tratamiento.

Tratamiento Ingrediente activo Formulacion Dosis
T1 Oxamil 24% por L Alta 1.2 ml/L
T2 Oxamil 24% por L Media 1 ml/L
T3 Oxamil 24% por L Baja 0.8 ml/L
T4 Clorpirifos 4809 por L Alta 1.2 ml/L
T5 Clorpirifos 4809 por L Media 1 ml/L
T6 Clorpirifos 4809 por L Baja 0.8 ml/L
T7 Imidacloprid 3509 por L Alta 0.6 ml/L
T8 Imidacloprid 3509 por L Media 0.5 ml/L
T9 Imidacloprid 3509 por L Baja 0.4 ml/L
T10 Spirotetramat 15.30% por L  Alta 0.6 ml/L
T11 Spirotetramat 15.30% por L Media 0.5 ml/L
T12 Spirotetramat 15.30% por L Baja 0.4 ml/L
T13 Carbofuran 350g por L Alta 1.2 ml/L
T14 Carbofuran 350g por L Media 1 ml/L
T15 Carbofuran 3509 por L Baja 0.8 ml/L
T16 B. thuringiensis var. Israeliensis 0.6% Alta 1.2 g/L
T17 B. thuringiensis var. Israeliensis 0.6% Media 1 g/L
T18 B. thuringiensis var. Israeliensis 0.6% Baja 0.8 g/L
T19 Agua (testigo) - -




3.3.2 Eficacia de tratamientos

La eficacia de los tratamientos se calculé usando el porcentaje de plantas
dafiadas, con presencia o evidencia de larvas. Esta evaluacién se hizo con

respecto al total de las 54 plantulas de P. montezumae por tratamiento.

Porcentaje de plantas dafiadas = (plantas con presencia de dafio o larvas /

total de plantas) X 100.

Con el porcentaje de plantulas dafiadas por tratamiento, se calculo el

porcentaje de plantulas sanas para los diferentes tratamientos.

Porcentaje de plantas sanas = 100% de plantas — porcentaje de plantas con

Los datos en porcentaje se modificaron usando la transformacién angular o
arcoseno. Estos datos tienden a una distribucién binomial, en lugar de una
distribucion normal. Esta distribucién tiene la caracteristica de que las varianzas se
relacionan con las medias. La transformacién angular se realizé con la siguiente

formula:

Arcoseno,/porcentaje/100

Con los datos originales en porcentaje y transformados se realiz6 un
analisis de varianza ANOVA, una prueba de medias de Tukey para seleccionar el
tratamiento mas eficiente. Ademas, para comparar la eficacia de los tratamientos

se realizé una comparacion de medias de contrastes ortogonales con un nivel de
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significancia del 5% (a = 0.05). Esta prueba se utiliza cuando se tienen un

conjunto de tratamientos contra otro conjunto de tratamientos.

3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

El ANOVA realizado a los porcentajes originales y transformados
(arcoseno) de proteccion a las plantulas de P. montezumae contra el mosco
fungoso negro se evidencio que el valor de “F” observado para los tratamientos
resultd altamente significativo con una probabilidad (P<0.0001); se concluyé que

existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos (Cuadro dos).

Cuadro 2. Andlisis de varianza de porcentajes de proteccion de plantulas por

tratamiento.

Fuente GL Suma de Cuadrado F Pr>F
cuadrados medio calculada
Entre 18 7866.734 437.047 75.14 <.0001
muestras
Error 57 331.543 5.816
Total correcto 75 8198.28

En la separacion de medias de Tukey (Cuadro tres), los mejores
tratamientos fueron el imidacloprid en dosis alta y baja, en los cuales las medias
son significativamente diferentes al nivel del 5%, dando una proteccion del 100 %.
Los tratamientos que también tuvieron un buen desempefio fueron spirotetramat
alta (96.17%), oxamil alta (95.75), clorpirifos media (95.74), e imidacloprid alta

(95.29). Solamente oxamil baja, carbofuran alta, BTl baja y carbofuran baja no
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fueron significativamente diferentes al testigo, este ultimo tuvo una mortalidad de

plantulas del 43.39 %.

Cuadro 3. Prueba de medias deTukey, para eficacia de proteccion de plantas.

Tratamiento

Media original %

Media transformada

T7 Imidacloprid alta

T8 Imidacloprid media

T10 Spirotetramat alta

T1 Oxamil alta

T5 Clorpirifos alta

T9 Imidacloprid baja

T4 Clorpirifos alta

T2 Oxamil media

T14 Carbofuran alta

T12 Spirotetramat baja

T16 B. thuringiensis var. israeliensis alta
T18 B. thuringiensis var. israeliensis baja
T6 Clorpirifos baja

T11 Spirotetramat medio

T3 Oxamil baja

T13 Carbofuran alta

T17 B. thuringiensis var. Israeliensis baja
T15 Carbofuran baja

T19 agua (testigo)

100.00 A

100.00 A

95.753 AB

96.168 AB

95.743 AB

95.290 AB

91.533 BC

90.490 BCD

86.443 CDE

84.900 DEF

84.618 DEF

80.675 EFG

79.598 FG

79.438 FG

75.003 GH

72.893 H

70.895 H

70.090 H

69.693 H

90.00 A

90.00 A

79.675B

78.733 BC

78.130 BCD

77.800 BCD

73.173 CDE

72.113 DE

68.430 EF

67.173 EF

67.063 EF

63.975 FG

63.200 FGH

63.035 FGH

60.033 GHI

58.628 GHI

57.365 HI

56.890 HI

56.613 |
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El Cuadro cuatro muestra los resultados de los contrastes ortogonales
evaluados. El contraste C1 compara todos los tratamientos contra el testigo, se
obtuvo son significativamente diferentes al testigo. El contraste C2 compara los
insecticidas quimicos contra el BTI, donde los insecticidas quimicos son
significativamente diferentes al BTI; el contraste C3 compara los insecticidas que
se han usado tradicionalmente en el vivero de Temamatla para controlar al mosco
fungoso negro contra dos insecticidas nuevos, existen diferencias altamente
significativas entre estos productos; en el contraste C4 compara los insecticidas
oxamil, imidacloprid, spirotetramat, carbofuran contra el clorpirifos el cual
pertenece a los organofosforados. En este Ultimo contraste también existen

diferencias altamente significativas.

Cuadro 4. Contrastes ortogonales calculados a partir de transformacién arcoseno.

Contraste GL SC CM ValorF Pr>F

Cl Oxamil, clorpirifos, imidacloprid, 1 710.0 710.0 117.60 0.0001
spirotetramat, carbofuran y B.

thuringiensis var. israeliensis vs testigo

C2 Oxamil, clorpirifos, imidacloprid, 1 809.9 809.9 134.16 0.0001
spirotetramat, y carbofuran vs B.

thuringiensis var. Israeliensis

C3 Oxamil, clorpirifos y carbofuran vs , 1 1518.9 1518.9 251.59 0.0001
imidacloprid, spirotetramat

C4 Oxamil, imidacloprid, spirotetramaty 1 1648.9 1648.9 273.13 0.0001

carbofuran vs clorpirifos
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El imidacloprid fue el mejor insecticida; en sus dosis alta y media lograron la
proteccion del 100% de las plantas, la dosis baja alcanz6é un valor 95.29%.
Previamente Cloyd y Dickinson (2006) reportan al imidacloprid como adecuado

para controlar larvas de Bradysia sp nr. Coprophila en invernaderos.

Las dosis de spirotetramat en dosis alta protegié al 96.75% de las plantas;
en cambio, las dosis baja y media tuvieron el 84.90% y 79.43%. En todas las
raices evaluadas en estos tratamientos, solo en una se encontraron larvas
muertas, en el resto se tuvo rastros de larvas. Por lo que es muy probable que el
producto si controle las larvas de mosco fungoso. Este es un producto sistémico,
perteneciente al grupo derivados de los acidos tetrénicos y tetrdmicos, no es
persistente en el ambiente y no es bioacumulable; su modo de accion inhibe la
sintesis de lipidos; este producto es de movilidad dual podria ser aplicado al follaje

y al suelo, lo cual permite facilidad de aplicacion.

Oxamil. Las dosis alta y media; lograron la proteccién de 96.17% y 90.49%
de las plantas. Sin embargo la dosis baja obtuvo una proteccion del 75.00% no

logrando ser diferente significativamente con el testigo.

Clorpirifos. Las dosis media, alta y baja; obtuvieron un 95.74%, 91.53% y
79.60 de proteccion de plantulas. Los resultados de clorpirifos concuerdan con los
obtenidos por Aguilera y Ortega, (1996) que tuvieron buenos resultados al asperjar
en bolsas de plastico mensualmente clorpirifos en dosis de 0.58 litros/ha en

Trifolium pratense L. para controlar Bradysia Coprophila (Lintner).
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Carbofuran. La dosis media obtuvo un 86.44% de proteccion. La dosis alta 'y
baja obtuvieron una proteccion de 72.89% y 56.89%, no diferenciandose
significativamente del testigo. Ademas, se observé que la dosis alta causo clorosis
en las plantulas de P. montezumae. Por lo que pudo tenerse una sobredosis del
producto, siendo toxico para las plantulas, causando estrés. Haciendo
susceptibles las plantulas de pino al ataque del mosco fungoso. Ademas, los
cortes de las raices en este tratamiento en dosis alta y media se encontraron
larvas muertas y evidencia de larvas. Mientras que la dosis baja se encontraron
larvas vivas, muertas y evidencia de larvas. Estos resultados sugieren que el

carbofuran no control6 eficientemente el mosco fungoso negro.

BTl en dosis alta y baja protegieron en 84.62% a 80.67%. Estos fueron
significativamente diferentes al testigo. La dosis media de BTI (70.89%) no fue
diferente al testigo. Varios estudios reportan que BTl puede ser efectivo para el
control de larvas de mosco fungoso negro (James et al., 1995; White, 1999). Van
Epenhuijsen et al., (2001) reporta que el BTl puede reducir las poblaciones
Bradysia sp. nr. paupera en plantulas de tabaco. Sin embargo, la efectividad es
por solo unos cuantos dias (James et al., 1995; Pundt, 1999). Segun Pundt (1999)
el BTI tiene una efectividad de 48 horas, por lo que es necesario repetir el
tratamiento de dos a tres veces. Cloyd y Dickinson (2006) encontraron evidencia
gue el BTI no controla larvas de segundo y tercer instar del mosco fungoso negro.
Los bajos niveles de proteccion del BTI en este estudio, pueden deberse a que la

evaluacion de larvas se realiz6 a los 20 dias de la ultima aplicaciébn. Ademas,
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pudo contribuir que entre aplicaciones se dejé un periodo de 20 dias tiempo

suficiente para que se volvieran a infestar nuevamente de larvas.

Clorpirifos, carbofuran y oxamil en dosis bajas no protegieron las plantulas
adecuadamente, se tuvo larvas vivas dentro de las raices. Esto se puede atribuir
que el mosco fungoso ha desarrollado resistencia a dosis bajas de estos
productos. En Temamatla se ha usado en repetidas veces clorpirifos, carbofuran y
oxamil para combatir este insecto. El desarrollo de resistencia del mosco fungoso
negro se atribuye al ciclo biolégico de aproximadamente un mes (Frouz y
Novakova, 2001; Lewandowski et al., 2004; Mansilla et al., 2001; Pundt, 1999;
Stefan, 1974; Wilkinson y Daugherty, 1970). Ademas, la estrategia que tiene este
insecto en sobreponer sus generaciones. White (1981) reporta que Lycoriella
auripila (Winn) ha desarrollado resistencia a los organofosforados (clorpirifos).
También, se puede deber a que estos tratamientos son un 20% menor a las dosis

recomendadas por el fabricante.

3.5 CONCLUSIONES

Los insecticidas quimicos: oxamil, spirotetramad, imidacloprid, carbofuran,
clorpirifos, pueden ser efectivos para el control de las larvas del mosco fungoso
negro. El uso de insecticidas solo debe ser parte de una serie de acciones, que
permitan mantener las poblaciones de mosco fungoso por debajo de su umbral
econdémico. Ademas, se debe tener cuidado con la cantidad aplicada de producto,

la frecuencia y la rotacion de productos.
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El carbofuran en dosis alta puede ser toxico para las plantulas de P.

montezumae. En dosis bajas el carbofuran no controla al mosco fungoso.

En el caso del control biolégico de BTI no se obtuvieron los mejores
resultados. Por lo que se sugiere realizar estudios posteriores para conocer sus
alcances para controlar al mosco fungoso en viveros forestales. Las aplicacion de
este producto deben ser de dos a tres con un periodo entre aplicacién de cuatro

dias.
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4. DISCUSIONES Y CONCLUSIONES GENERALES

En México se identifica por primera vez las especies de mosco fungoso
negro de B. impatiens y L. ingenua en viveros forestales atacando plantulas de

coniferas.

En el vivero forestal de Temamatla, Estado de México las larvas y adultos
de L. ingenua y B. impatiens se asocian con siete géneros de hongos. Estos
hongos pueden ser transportados dentro del sustrato de los tubetes por las larvas,

y entre contenedores y platabandas por los adultos.

Los dafios causados en la raiz por las larvas del mosco fungoso pueden

ocasionar la muerte de las plantulas de P. montezumae.

Las larvas de mosco fungoso son capaces de detectar en 15 minutos la raiz

del pino.

El ciclo bilégico de B. impatiens a 21°C + en laboratorio fue de 27.5 dias
con cuatro instares larvarios, ademas el ancho de la capsula cefélica es parametro

sirve para separar los instares larvarios. Por cada macho se tienen 2.4 hembras.

El ciclo biolégico de L. ingenua a 21°C + en laboratorio dura 30.5 dias,
presenta cuatro instares larvarios, los mejores parametros para separarlos son el
ancho de la capsula Cefalica y largo del cuerpo en combinacion. Por cada macho

se tienen 1.25 hembras.
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La duracién del ciclo biolégico y la talla de los diferentes instares de estas
especies de la familia Sciaridae, estan estrechamente relacionados con la
temperatura y las dietas con las que son alimentadas las larvas de mosco fungoso

negro.

Los insecticidas quimicos: oxamil, spirotetramad, imidacloprid, carbofuran y

clorpirifos, son efectivos para el control de las larvas del mosco fungoso negro.

Se recomienda el uso de los insecticidas quimicos oxamil, spirotetramad,
imidacloprid y clorpirifos, para el control del mosco fuguso negro, cuando sus

poblaciones son elevadas.

El carbofuran en dosis alta puede ser toxico para las plantulas de P.
montezumae. En dosis bajas el carbofuran no controla al mosco fungoso. Este

producto no se recomienda para el manejo de este insecto.

El control biolégico de BTI no se obtuvo los mejores resultados. Por lo que
se sugiere realizar estudios posteriores para conocer sus alcances para controlar
al mosco fungoso en viveros forestales. Las aplicacion de este producto deben ser

de dos a tres con un periodo entre aplicacion de cuatro dias.
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