. INIVERSIDAD AUTONOMA CRAPINGO

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA
AGRICOLA

MAESTRIA EN PROTECCION VEGETAL

RELACIONES ENTRE Jatropha curcas L., Orchesella bifasciata
BOURLET Y HONGOS FITOPATOGENOS

TESIS
QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS EN PROTECCION VEGETAL

PRESENTA:
EDUARDO SANTIAGO ELENA

CHAPINGO, MEXICO, 20 DE JUNIO DE 2014




RELACIONES ENTRE Jatropha curcas L., Orchesella bifasciata BOURLET Y HONGOS
FITOPATOGENOS

TESIS REALIZADA POR EDUARDO SANTIAGO ELENA, BAJO LA CODIRECCION DEL
COMITE ASESOR INDICADO, APROBADA POR EL MISMO Y ACEPTADA COMO
REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS EN PROTECCION VEGETAL

Jurado

Codirector
Dra. H. Gloria Calyecac Cortero
Codirector %
r. Andrés Miranda Rangel
Asesor
Asesor

M. C. Victoria Ayala Escobar

Chapingo, México, Junio de 2014



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, (CONACYyYT), por todo el apoyo
brindado en el transcurso de la maestria, ya que sin la beca otorgada, no

hubiera sido posible continuar con mis estudios de Postgrado.

A la Universidad Autonoma Chapingo (UACh) y al Departamento de
Parasitologia por haberme dado la oportunidad y asi mismo brindarme todas las
facilidades de formarme no solo en los académico sino también en lo moral, y

poder obtener el grado de Maestro en Ciencias.

A la Dra. H. Gloria Calyecac Cortero, quien me brindo su confianza, amistad
asi como su paciencia y guia no solo en el desarrollo de la tesis, ya que
también ha sido un ejemplo de esfuerzo, dedicacién y que constancia.

Al Dr. Andrés Miranda Rangel, por haberme dado su confianza, amistad y
consejos para el desarrollo de esta investigacion asi como ademas de
ensefarme el esfuerzo que se tiene que realizar para alcanzar un objetivo en la

vida.

Al Dr. Samuel Ramirez Alarcon, por todo apoyo asi sus valiosas

contribuciones para el desarrollo y culminacion de este trabajo de investigacion.

A la M. C. Victoria Ayala, por la confianza y apoyo brindado, asi como las
aportaciones y consejos oportunos, durante la realizacion de este trabajo de

investigacion.

A los profesores de la Maestria en Proteccion vegetal y al Departamento de
Parasitologia Agricola como de Preparatoria Agricola por contribuir en mi
formacion académica y humana, y compartir sus conocimientos y experiencias

profesionales de corazén muchas gracias.



DEDICATORIA

A Dios por darme la fuerza y estar conmigo en los momentos dificiles y
permitirme lograr una meta mas en mi vida; asi como poner a todas aquellas
personas que me han ayudado y apoyado durante toda mi vida. Por los triunfos

y los momentos dificiles que me han ensefiado a valorar cada dia méas

Al pueblo mexicano que con sus impuestos hace posible que exista una
institucion como la Universidad Autonoma Chapingo, que hace de aquellos
gue no tienen recursos y que tienen el deseo de superacién profesionistas
capaces de desarrollarse laboralmente y poner en alto el nombre de nuestra
Alma Mater.

Al Departamento de Parasitologia Agricola y a la Maestria en Proteccién
Vegetal, por darme la oportunidad de crecer en ella y brindarme los valores y

conocimientos para poder ayudar al crecimiento de mi pais.

A mis padres Amado y Silvia que son mas que mis padres por haber creido en

mi, y por haberme ayudado en esos momentos que mas necesitaba.

A mis hermanas Guadalupe, Cristina y Maricela, por todo el apoyo y carifio que
recibi y ser una parte muy importante de mi vida. A Erick, Jonathan y Mayte

Dayana, por compartir momentos inolvidables.

A Julieta, por ser una gran inspiracion en mi vida y por haber llegado en un

momento especial y todo lo vivido contigo y por tus consejos.

A toda la 50ta generacion de la Maestria en Proteccion Vegetal, por haber
compartido demasiados momentos alegres asi como ser parte de la formacién
en el Posgrado ademas de ser muy buenos amigos. A todas aquellas personas
qgue de una u otra forma, fueron y son parte de mi vida, ya que sin ustedes no
seria nada de lo que soy hoy. A todos mis amigos y compafieros, con los cuales

vivimos demasiadas cosas en nuestra estancia.



DATOS BIOGRAFICOS

Eduardo Santiago Elena, nacio el 6 de noviembre de 1987 en el municipio de
Xochitlan de Vicente Suarez, en el Estado de Puebla. Realizd sus estudios de
Bachillerato de 2003 a 2006 en el Bachillerato Oficial General “Jorge Murad
Macluf”, ubicada en el municipio de Xochitlan de Vicente Suarez, en el Estado
de Puebla. Ingreso en el afio 2006 a la Universidad Autonoma Chapingo y
concluyo sus estudios como Ingeniero Agronomo Especialista en Parasitologia
Agricola en el afio 2011. En el afio 2012 ingreso al programa de Maestria en
Ciencias en Proteccion Vegetal en la misma Universidad donde concluy6 sus

estudios en el afio 2013.



RELACIONES ENTRE Jatropha curcas L., Orchesella bifasciata BOURLET Y HONGOS
FITOPATOGENOS

THE RELATIONSHIP BETWEEN Jatropha curcas L., Orchesella bifasciata BOURLET AND
PHYTOPATHOGENIC FUNGI

Eduardo Santiago Elena® y H. Gloria Calyecac Cortero?

RESUMEN

Se realizaron colectas de colémbolos y hojas
enfermas de Jatropha curcas L., en parcelas
experimentales ubicadas en Xochitlan de Vicente
Suarez, Puebla, de julio de 2012 a octubre de
2013. El objetivo fue determinar la relacién entre
Orchesella  bifasciata  (Bourlet) (Collembola:
Entomobrydae), J. curcas y sus hongos
fitopatdbgenos. La especie O. bifasciata, se
determiné taxonOmicamente y su identidad se
corroboré6 mediante biologia molecular. En las
hojas se aislaron y determinaron taxonémicamente
a los hongos Chaetomium sp., Fusarium
verticiloides, F. oxysporum, Helminthosporium sp.,
Alternaria alternata, Cladosporium sp.,
Trichoderma sp, Penicillium sp., Colletotrichum
gleosporioides 'y Phakopsora arthuriana. Al
observar el tracto digestivo de los colémbolos, las
estructuras  fungicas presentes fueron de
Coniothyrium, Lasiodiplodia, Xilaraceo, ascosporas
de Ascomycetos. Del exoesqueleto se aislados a
los hongos Cladosporium sp., A. alternata,
Penicillium sp., F. oxysporum; y en el tracto
digestivo a Cladosporium, Penicillium, A. alternata,
Cephalosporium sp., Leptosphaerulina sp., F.
oxysporum, Trichoderma sp. En un disefio
completamente al azar en arreglo factorial se
realizaron pruebas de preferencia alimenticia y el
andlisis de varianza de los datos mostr6 que
Cladosporium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp.
Alternaria alternata, fueron los hongos mas
atractivos para O. bifasciata (p<0.05).

Palabras claves: Jatropha curcas, Orchesella
bifasciata, hongos fitopatdgenos, preferencia
alimenticia.

ABSTRACT

Collembola and diseased leaves specimens of
Jatropha curcas L. were collected in experimental
plots in Xochitlan Vicente Suarez, Puebla, during
the months of July 2012 to October 2013. The aim
of this study was to determine the relationship
between Orchesella bifasciata Bourlet,
(Collembola: Entomobrydae) J. curcas and
phytopathogenic fungi. The Collembola species
was determined taxonomically and Orchesella
bifasciata and identity using molecular biology. The
leaves were isolated and fungi were taxonomically
determined in which Chaetomium sp., Fusarium
verticiloides, F. oxysporum, Helminthosporium sp.,
Alternaria alternata, Cladosporium sp.,
Trichoderma sp., Penicillium sp., Colletotrichum
gleosporioides, Phakopsora arthuriana was found.
By observing the digestive tract of the Collembola,
fungal  structures were present including
Coniothyrium, Lasiodiplodia, Xilaraceo, and
ascospores of Ascomycetes. Isolated from the
exoskeleton the following fungi were found;
Cladosporium sp, Alternaria. alternata, Penicillium
sp, F. oxysporum; and in the digestive tract,
Cladosporium sp., Penicillium sp., Alternaria
alternata, Cephalosporium sp., Leptosphaerulina
sp., F. oxysporum, and Trichoderma sp., were
identified. A completely randomized design in a
factorial arrangement of food preference tests were
conducted and the analysis of variance of the data
showed that Cladosporium sp., Aspergillus sp.,
Trichoderma sp., and Alternaria alternata were the
most attractive to Orchesella bifasciata (p < 0.05).

Keywords: Jatropha curcas, Orchesella bifasciata,
phytopathogenic fungi, food preference.

Tesista, Posgrado en Proteccion Agricola Vegetal. Parasitologia Agricola. UACh.

“Director. Profesor-Investigador, Preparatoria Agricola. UACh.
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INTRODUCCION

La contaminacion ambiental es una de las causas del calentamiento global y
por ende del cambio climético, las emisiones de CO,, NO4, CH, y otros gases
han sido los responsables de este deterioro ambiental; asi mismo la
deforestacion de nuestros bosques y selvas. Por otro lado, la disminucion de
nuestras reservas de petréleo pronosticadas para unos cuantos afios, y el
incremento del precio internacional del crudo, ha provocado un estado de alerta
mundial, (Martinez, 2007), por lo tanto ha cobrado importancia la busqueda y
aprovechamiento de fuentes alternativas de combustibles. Las principales
especies vegetales que proveen de biocarburantes son: cafia de azucar, sorgo,
maiz, para etanol; soya, girasol y cacahuate, entre otros para biodiesel
(Rodriguez et al., 2012).

Durante varios afios, el cultivo de Jatropha curcas L. ha sido considerado como
una de los mas prometedoras soluciones a los problemas generados por el
cambio climético, la inseguridad energética y la pobreza rural en el desarrollo de
los paises (Achten et al., 2008) ademas de ser una especie promisoria por su
alta diversidad genética y capacidad de produccion de aceite de excelente

calidad como insumo para biodiesel.

J. curcas L., pertenece a la familia Euphorbiaceae, y actualmente es objeto de
intensos estudios a nivel mundial, debido a su potencial como cultivo productor
de semillas con alto contenido de aceite (Henning, 2004). Sirve como materia
prima para la produccion de aceite de calidad para usarse en la elaboracion de
turbosina y biodiesel. Las semillas de Jatropha proporcionan hasta 2,270 | ha-1
de biodiesel, ostentando 51 cetanos (Gutiérrez et al.,, 2010), es uno de los

bioaceites mas efectivos en el mundo.

Su uso es multiple por su alta rusticidad y resistencia a la sequia; es un arbusto

perenne utilizado en el sur de México como cerco vivo, funciona como un



importante proveedor de hojarasca al suelo siendo una fuente de materia
organica; es altamente eficiente en la captura de carbono y retencién de agua;
posee ingredientes activos medicinales, microbicidas e insecticidas; algunas
variedades mexicanas son comestibles y los subproductos de la industria del
biodiesel generan glicerina y una pasta residual, ambos con uso potencial
diversificado. El centro de origen del pifibn es México y Centroamérica; Sin
embargo, actualmente se encuentra en muchos paises del tropico del mundo se
utiliza también como tutores de otro cultivos y para el control de la erosiéon del
suelo (Henning, 2004). En México, esta especie se distribuye mayormente en
los estados de Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Morelos, Oaxaca, Puebla, Quintana
Roo, Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (Martinez, 2006); sin embargo,
las primeras investigaciones indican que la mayor riqueza genética se

encuentra en los estados de Chiapas y Oaxaca.

Cuando se cultivan plantas de manera menos intensiva por lo general no sufren
gravemente un ataque de plagas y patégenos (Agrios, 2005). Sin embargo en
los dltimos afios el pifidn mexicano se ha empezado a establecer en grandes
extensiones en todo el mundo, de forma comercial, en un patrén de monocultivo
intensivo, y las plantas tienden a presentar un alto riesgo de ser atacadas
severamente por diferentes problemas fitosanitarios, sobre todo cuando no se
realiza un manejo adecuado. Los problemas fitosanitarios se presentan en
diversas partes de la planta y en las diferentes etapas fenoldgicas, siendo los
mas comunes: la pudricion de raices, cuello y tallo, causados principalmente
por hongos, en el follaje, frutos y flores también se presentan dafios por plagas
insectiles, que se alimentas de las estructuras de la planta, asi como dispersan
las esporas de hongos. La incidencia de problemas fitosanitarios afecta
negativamente la productividad del cultivo, por lo que es indispensable
conocerlos para poder tomar medidas de manejo y contrarrestar de manera
oportuna las amenazas potenciales mediante un manejo integral en la que,
entre otros elementos, se pueden utilizar agentes biorreguladores de plagas
(Quiroga, 2010).



Uno de estos agentes podrian ser los colémbolos, que presentan un aparato
bucal que los permite consumir las estructuras fungicas (Wolter, 1963). Ademas
de contener una gran cantidad de enzimas como amilasas, laminarinasas,
xylanasas, lichenasas, celulasas, complejo de trehalosas para degradar los
constituyentes de los hongos (Urbasek and Rusek, 1994). Estos organismos se
desarrollan en diversos habitats a diferentes altitudes y con diferentes
temperaturas, asi como en distintos tipos de suelos, tanto en épocas de alta
humedad y semisecas por lo que su presencia puede ser un indicador de que

existe mas de una cadena tréfica.

Por lo que para esta investigacion se propuso como objetivo general determinar
la preferencia alimenticia de O. bifasciata sobre hongos fitopatégenos de J.
curcas, asi como la relacion que existe entre las enfermedades presentes en las

parcelas, y la presencia de O. bifasciata.



OBJETIVOS PARTICULARES

Demostrar la capacidad fungivora del colémbolo O. bifasciata Bourlet el
cual realiza control de hongos fitopatbgenos que afectan a Jatropha
curcas L.

Determinar a los hongos que sirven de alimento al colémbolo O.
bifasciata

Conocer si O. bifasciata es capaz de dispersar hongos llevando esporas
viables en la cuticula y en el intestino.

Evaluar el papel potencial de un O. bifasciata en la eficacia del biocontrol
de hongos fitopatdégenos (agentes fungicos) y examinar las interacciones

gue pueden ocurrir en el proceso.

HIPOTESIS

Debido a que los colémbolos son fungivoros, O. bifasciata consume
algunos hongos fitopatdégenos de J. curcas por lo tanto es un controlador
de ellos.

En el tracto digestivo y en la cuticula de O. bifasciata se encuentran

estructuras de hongos fitopatdégenos de J. curcas.



1. REVISION DE LITERATURA

El género Jatropha contiene aproximadamente 170 especies conocidas. Su
nombre deriva del griego Jatros que significa doctor, y trophe que significa

alimento, lo cual implica usos medicinales (Henning, 2007).

1.1 Centro de Origen

El cultivo de Jatropha curcas L. es de origen Mesoamericano (OCTAGON, S.
A., 2006). Segun Schmook et al. (1997) esta especie fue conocida y utilizada
por los mayas. Wilbur (1954) menciona que sin duda era parte de la flora de
México y probablemente en el norte de Centro América antes de la llegada de
Cortés. Schmook et al. (1997) mencionan que, fue distribuida probablemente
desde el Caribe por los navegantes portugueses a paises de Africa; y también a
paises del sudeste de Asia, tales como Indonesia, Malasia y Filipinas. Segun
Heller (1996) especula que los portugueses fueron quienes difundieron la
Jatropha por toda la zona tropical del viejo mundo, presumible durante el siglo
XVIII.

1.2 Distribucion

Jatropha curcas, es una especie con gran distribucion en los tropicos,
actualmente se distribuye desde México hasta Argentina, y en las Antillas.
Presente en forma natural o cultivada en varias regiones de la cuenca
amazobnica, (Pérez, 2012) asi como también ha sido introducida principalmente
en Africa (Sanchez, 2008) y en paises de Egipto como Etiopia, Ghana, India,
Indonesia, Madagascar, Mali, Nepal etc., para ser cultivada con la finalidad de
generar una fuente de energia alternativa a la de extraccion de combustibles
fosiles (OCTAGON, S. A., 2006).

Se le encuentra mayormente a bajas elevaciones, por debajo de los 1, 200

m.s.n.m., en areas secas o humedas, en planicies o colinas, con precipitaciones



de 300 a 1800 mm y temperaturas de 18 a 28°C, aunque se planta en sitios con
temperaturas de hasta 34 °C (Pérez, 2012).

En la Republica Mexicana se encuentra distribuida en los estados de Chiapas,
Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca,
Puebla, Quintana Roo, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz,
Yucatén, Zacatecas y el estado de México (Sanchez, 2008). Sin embargo, las
primeras investigaciones indican que la mayor riqueza genética se encuentra en

los estados de Chiapas y Oaxaca (Martinez, 2006).

Las primeras siembras comerciales de pifién iniciaron en el afio 2007 y se
encuentran en los estados de Chiapas y Michoacan, estados que impulsan con,
la participacion social, privada y publica, programas de desarrollo para la

produccion de biocombustibles. (Zamarripa et al., 2009).

Figura 1. Mapa de distribucion y centros de origen del Género Jatropha
(Fuente: Heller, 1996).



1.3 Clasificacion taxonémica

Los dltimos estudios, confirma que su centro de origen dada la diversidad
genética existente, se encuentra en el sur de México y Centroamérica.
(Zamarripa et al., 2010, Henning, 2004)
-Clasificacion botanica
Reino Plantae;
Division: Magnoliophyta;
Clase:Magnoliopsida;
Orden: Malpighiales;
Familia: Euphorbiaceae;
Subfamilia: Crotoinoideae;
Tribu: Jatropheae;
Género: Jatropha;

Especie: J. curcas. Linneo.
El género Jatropha contiene aproximadamente 170 especies conocidas.
(Henning, 2007).

1.4 Sinonimias

Jatropha curcas presenta las siguientes sinonimias: Castigliona lobata Ruiz and
Pav, Curcas curcas (L.) Britt, Curcas adansoni Endl. Ex Heynh, Curcas indica A.
Rich, Curcas purgans Medic, Jatropha edulis Cerv, Jatropha acerifolia Salisb,
Jatropha yucatanensis, Ricinus americanus Miller, Ricinus jarak Thunb (Bisse,
1988 y CAB International, 2012).

1.5 Nombres comunes

Jatropha curcas presenta una gran variedad de nombres comunes dependiendo

del lugar donde esta especie se cultiva (Pérez, 2012).

En Cuba, J. curcas es conocida con el nombre comun de pifién botija, pifion de

cercas y pifion purgante (Bisse, 1988). En Peru se conoce como Pifiol; en Costa
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Rica y El Salvador como tempate; en Espafia como coquillo; y en Honduras
cotoncillo.

En México tiene varios nombres comunes en diversas lenguas indigenas:
Ashcuahuitl en lengua nadhuatl de Hidalgo, en ndhuatl en Veracruz se escribe
Ashté, Cak siil en lengua Huave de Oaxaca, Cuipi en Tzozil en Chiapas, Kxakal-
che en lengua maya en Yucatan, Que-ca en lengua Chontal en Oaxaca, Scu-lud
lengua totonaca en Veracruz, Yaga-be-pale en zapoteco-Oaxaca y Xuta en el

Totonacapan Poblano y Veracruzano (Lozoya, 2009).

1.6 Jatropha curcas L. en el Estado de Puebla

Se registran once especies de Jatropha en el estado de Puebla, que
representan el 24% de la diversidad del género en México. Como una planta
suculenta, la jatrofa es resistente a la sequia, y requiere entre 500 y 600 mm de
lluvia. En tiempos de la sequia, la planta arroja la mayor parte de las hojas con
el fin de reducir la pérdida de agua. La semilla y el rendimiento de aceite varian
considerablemente segun las condiciones de origen y de produccion (clima,
suelo, distancia entre plantas, el agua suministro, fertilizantes) (Minch y Kiefer,
1986).

1.7 Importanciay Usos de la Especie

El crecimiento en la demanda de biocombustibles obedece, principalmente, al
mantenimiento de un estilo de vida consumista en los paises desarrollados que,
a su vez, impone pautas de comportamiento en las naciones emergentes. Se
calcula que en el mundo existen poco mas de cinco millones de hectareas de
Jatropha curcas; que para el 2015 alcanzaran trece millones de hectareas
(Ndong, 2009). La empresa lider en la produccion de pifién en el mundo es la
britAnica D1 Oils, que mantenia alrededor de 156 mil hectareas en 2007 y

planeaba duplicarlas en corto tiempo. Especialmente para el pifion se han



identificado alrededor de seis millones de hectareas con alto y medio potencial
productivo en México (Zamarripa y Diaz, 2008).

El interés por la especie J. curcas, conocida en México como “Pifidn”, inicid
desde la primera mitad del siglo XIX, principalmente por las aplicaciones del
aceite de sus semillas en la elaboracion de detergentes y como combustible
para lamparas (Heller, 1996). El contenido de aceite en la semilla varia de
acuerdo al tipo de clima en que se desarrolle. En general, existen dos variantes
de J. curcas, una toxica, y otra no toxica, o de muy baja toxicidad, proveniente
de México (Martinez, 2007). En México, se encuentran materiales con bajo
contenido de ésteres de forbol es decir no toxicos, por lo que se pueden incluir
en la alimentacion humana, en los estados de Puebla y Veracruz, se preparan
platillos regionales usando estas semillas (Martinez et al., 2006). Otro uso, es la
medicinal, ya que a la savia se le atribuyen propiedades curativas, (Bautista,
2007). El extracto obtenido a partir de sus hojas se usa como un nematicida
contra Meloidogyne incognita (Kumar y Sharma, 2008; Sharma y Trivedi, 2002).
El aceite de los frutos ha demostrado ser altamente téxico para muchos
microorganismos, insectos y animales, debido principalmente a su contenido en
ésteres de forbol (Makkar et al., 1997). Por lo tanto, se puede utilizar como un
microbicida, fungicida, insecticida, molusquicida, piscicida y rodenticida
(Adebowale y Adedire, 2006). Sin embargo, la principal ventaja econémica de
este aceite se mantiene en su uso como un biocombustible (Achten et al.,
2008).

Sin embargo, la especie aun se considera como no domesticada (Achten et al.,
2010), lo que implica que, las practicas de reproduccién, manejo y control de
plagas, requieren desarrollarse. Ya que, aungque sus origenes se ubican entre
México y Centroameérica (Heller, 1996), existe poca informacion sobre los
patogenos del suelo localmente importantes para la especie en el trépico

mesoamericano.



1.8 Descripcién Botanica
1.8.1 Morfologia del Cultivo

Aspecto general: Es un arbusto grande, caducifolio (Héller, 1996), de
crecimiento rapido, cuya altura normal es de dos a tres metros, pero puede
alcanzar hasta ocho metros en condiciones especiales; El tronco presenta un
fuste ramificado a poca altura (Alfonso, 2008), de 14-18 cm de didmetro, las
plantas jévenes tienen una corona delgada e irregular; corteza externa lisa
escamosa y muy delgada, de color pardo claro, con pequefias lenticelas;
corteza interna lisa verrugosa de color verde oscuro; latex blanquecino con
sabor amargo, olor a hierba fresca; ramas de 3-5 cm de didmetro, de color
verde claro y grisaceo con cicatrices marcadas (Kobilke, 1989).

1.8.2 Raiz

Esta es variada debido a la forma de propagacion de la especie, cuando es por
semilla, sembrada directamente desarrolla un sistema normal, con cinco raices,
una central y cuatro periféricas (2 secundarias y 2 terciarias) (Alfonso, 2008).
Cuando la planta se origina de semilleros dispuestos en bolsas o tubos de
plasticos, las raices no pueden crecer de forma normal, formando algunos
nodos, las raices laterales llegan a presentar escamas y el desarrollo de las
raices finas es muy poca, por ello las raices no pueden explorar tan

profundamente (Sharma y Serraf, 2007).

1.8.3 Tallo

El tallo es corto la planta demuestra crecimiento articulado (Kobilke, 1989), no
hay uniformidad en el crecimiento de los tallos. El fuste esta dividido desde la
base, en ramas largas, con numerosas cicatrices producidas por la caida de las

hojas en la estacion seca (Alfonso, 2008).

10



1.8.4 Hojas

Las hojas son simples, alternas con peciolos de 5 a 35 cm de largo (OFI-CATIE,
2007), y anchura de 9 a 15 cm (Héller, 1996), pentalobuladas, delgadas,
glabras, haz de color verde claro con nervios mediales y secundarios color
amarillo y ligeramente unidos, el envés de color verde opaco con los nervios
mediales y secundarios muy pronunciados, el margen entero, el apice agudo, la
base cordada, pubescente por el envés, nerviacion palmitifida, con 5 nervios
principales originados desde la base de la hoja (Miller et al., 1962), las hojas

son caducas (caducifolio) durante la época de verano (Alfonso, 2008).

1.8.5 Flores

La floracion es monoica, presentandose los 6rganos masculino y femenino en la
misma planta, (Alfonso, 2008). Las flores actinomorfas y dispuestas en racimos,
5 sépalos, de 5-7 mm de largo, corola de color amarillo verdoso campanulada,
los pétalos de 0.5-1 cm de largo; 10 estambres unidos en la base con algunos
abortivos, los filamentos delgados, las anteras ditécicas, con dehiscencia
longitudinal, 5 nectarios presentes a un costado de la insercibn de los
estambres, ovario supero, trilocular con una placentacion axilar, el estilo

concrescente, el estigma dividido en seis partes (Heller, 1996).

En la inflorescencia, una flor femenina es rodeada normalmente por un grupo
de flores masculinas. Las flores masculinas abren por un periodo de 8-10 dias
en la inflorescencia. Las flores femeninas abren solamente 2-4 dias, las
bisexuales abren pero raramente el ovario es funcional. Las flores masculinas
poseen 10 estambres, los sépalos y los pétalos, en las flores femeninas se
agrandan gradualmente después de la fertilizacion de los 6vulos y protegen de

las condiciones ambientales al embrion (Prakash et al, 2007).
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1.8.6 Fruto

El fruto es una drupa oval, de 4 a 5 cm de largo y 3 a 4 cm de ancho, en estado
inmaduro presenta un color verde, y maduro se torna de un color amarillo de
sabor amargo; contiene tres semillas de forma ovoide, de 20 a 24 mm de
longitud y de 10-12 mm de ancho, tienen forma convexa en la parte dorsal y
tectiforme en la ventral, presentando algunas lineas amarillentas, con una linea
blanquecina apical, indicando la posicion de la carincula, el endospermo es
grueso, el embridn esta formado por cotiledones folidceos, de 10-13 mm de
longitud, de color blanco crema; las plantulas con cotiledones simples glabros y

con la base redondeada, el margen entero; bordo liso (Miller et al,1962).

1.8.7 Semilla

Es relativamente grande, cuando esta seca mide de 1.5 a 2.0cm de largo y 1.0
a 1.3 cm de diametro; pesa entre 0.551 a 0.797g, puede tener, dependiendo de
la variedad y de los tratamientos culturales, en proporcién de 33.7 a 45% de
cascara y de 55 a 66% de almendra (Alfonso, 2008).

1.9 Problemas Fitosanitarios

Debido a que en diversas partes del mundo se han establecido desde
plantaciones experimentales hasta comerciales de J. curcas, y debido a los
diferentes sistemas de siembra pueden aumentar la importancia de algunas
enfermedades tanto foliares como del suelo, es asi que las plantas que se
cultivan de una manera menos intensiva por lo general no sufren gravemente
un ataque de plagas y patégenos. Sin embargo, cuando se cultivan
intensamente en un patron de monocultivo intensivo, las plantas tienden a
presentar un alto riesgo de ser atacados severamente por diferentes problemas
fitosanitarios, sobre todo cuando no se realiza un manejo integrado (Agrios,
2005 ). Muchas especies de hongos fitopatdgenos pueden estar presentes
simultdneamente en diversos suelos agricolas, que son reservorios de

propagalos fungicos (esporas, esclerocios o micelio) y pueden vivir sobre las
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plantas y sus residuos donde los hongos pueden llegar e invadir los tejidos del
hospedante. Sin embargo las enfermedades que afectan a las plantas se
pueden prevenir o reducir al minimo, interfiriendo con sus procesos de
infeccion. Son muchos los factores bidticos y abibdticos que presentan los
hongos patdgenos al pasar de una fase saprofita a una fase parasitaria; estos
factores y sus interacciones son muy complejos y no se conoce de forma

exhaustiva. (Sabatini e Innocenti, 2000a).
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1.10 Enfermedades Fungosas que Afectan a Jatropha Curcas L.

Cuadro 1. Descripcién del Agente causal, dafio, y lugar de los principales

problemas fitosanitarios reportados en J. curcas L.

Agente causal

Phytophthora spp.
Phytium spp.
Fusarium moniliforme

Helmintosporium
tetrameta
Cochliobolus spicifer
Pestalotiopsis
paraguensis

Pestalotiopsis
versicolor

Cercospora jatrophae-
curcas

Clitocybe tabescens
Colletotrichum
gloesporioides
Phakopsora
jatrophicola
(Capnodium spp.)

Elsinoe brasilinesis
Xhantomonas

axonopodis pv
malvacearum

Darfo

Patogenos

Pudricion de raiz y tallo
de plantulas

Pudricion de raiz y tallo
de plantulas

Pudricion de raiz y tallo
de plantulas

Manchas en hojas

Dafo en hojas

Manchas en hojas
Manchas en hojas
Manchas en hojas

Pudricién de raiz
Manchas en hojas

Roya en hojas

Cubre el follaje evitando
gue realice fotosintesis

Causa elongacion en la
planta

Se puede encontrar en
toda la planta, manchas
negras en hojas y frutos

Reportado Fuente

en:

Australia

Australia

Australia

Australia

Heller, 1992
Heller, 1992

Heller, 1992,
CABI 2005.
Singh, 1983

CABI, 2005
Singh, 1983,
Kar y Das,
1987

Singh, 1983

Heller, 2002,
CABI, 2005
Behl, 2009
Behl, 2009

Behl, 2009
Orihuela'y

Bocanegra,
2009

Behl, 2009

CABI, 2005

Las enfermedades causadas por hongos han sido las mas estudiadas hasta

ahora. Estos han sido detectados en todos los paises en los que se cultiva J.

curcas en forma extensiva. Lozano (2007) menciona un listado de patdgenos

que afectan a J. curcas, sin mencionar su distribucion geogréfica, incluyendo
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Phytophthora spp . , Pythium spp. , y Fusarium spp. , Helminthosporium
tetramera, Pestalotiopsis paraguarensis , P. versicolor , y Cercospora sp. En
Indonesia estan reportados Ralstonia solanacearum, Rhizoctonia bataticola,
Phytophthora nicotianae (Republica del Departamento de Agricultura de
Indonesia, 2006), Alternaria sp. y Cercospora sp , Fusarium sp , Botrytis y
Xanthomonas campestris (Prihandana y Hendroko 2006). En Guatemala, bajo
condiciones de alta humedad (2000 mm anuales), se reporta a Fusarium spp. y
Erwinia spp. como patégenos de elevada incidencia que atacan los tallos y
hojas de la planta. (Biocombustibles de Guatemala, 2008). También se ha
encontrado a Phymatotrichum omnivorum afectando siembras realizadas en

suelos con poco drenaje (Félix, 2008).

Andrade y Gabriel, 2008 reportan varios patégenos que afecta a J. curcas,
como la cenicilla (Oidium hevea), patdgeno que se presenta en las hojas,
causando defoliacion y caida de frutos. Generalmente ocurre durante la
estacion seca. Alternaria (Alternaria spp.), que inicia como mancha foliar
causando caida de hojas en forma prematura, empezando los dafios por una
mancha. En el caso de la roya (Phakopsora jatrophicola), cuando se presenta,
se establece directamente en las hojas, formando pustulas, lo que reduce la
superficie fotosintética de la planta, en ataque mucho mas fuertes provoca una
defoliacion completa de la planta. El atague de antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides, C. capsici) se presenta en las hojas como manchas de 0.2 a
0.5 cm, y que pueden incrementarse hasta la muerte de la hoja completa. En

los frutos también aparecen manchas caracteristicas de color marron

En Brasil se ha reportado la presencia de Phakopsora jatrophicola (Arthur)
Cummins, el causante de la roya, en el estado de Parana (Gomes et al, 2009).
Las inflorescencias de J. curcas son atacas en Brasil por el hongo Amphobotrys
ricini lo que produce su caida (Lima, et al 2008). En la ciudad china de Beihai
se reporto recientemente la presencia de gomosis en Jatropha podagrica. Esta
enfermedad es causada por el hongo Botryodiplodia theobromae (Fu, 2011).
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En el estado de Chiapas, México, el grupo del doctor Ricardo Quiroga ha
determinado la presencia de 12 grupos de hongos fitopatdgenos asociados a
Jatropha spp. En las plantaciones de J. curcas de Yucatdn se ha determinado
recientemente la presencia de Colletotrichum capsici (Syd.) E. J. Butler & Bisby
(Torres, 2011). Recientemente se ha aislado un actinomiceto, designado cepa
KLBMP 1256T, de la superficie de los tallos de J. curcas en Sichuan, China
(Xing, 2011).

1.11 Importancia de los Microartropodos

Los organismos edaficos son esenciales para la constitucion de los suelos,
estructura y el reciclado de la materia organica. Los colémbolos constituyen un
grupo de invertebrados muy importante dentro del suelo debido al gran nimero
de individuos, que pueden alcanzar hasta varios millones de ejemplares por
metro cuadrado (Rusek, 1998). Mientras que los animales del suelo se
consideran cada vez mas generalistas y oportunistas en su comportamiento

alimenticio.

1.12 Importancia de los Colémbolos

Algunos colémbolos que viven en el suelo pueden afectar el crecimiento de las
plantas y el ciclo de los nutrientes, su funcion especifica en las redes
alimentarias en el suelo es poco entendida, los diversos estudios que se han
realizado al suelo, sugiere que los colémbolos son principalmente de habitos
fungivoros, (Bardgett et al., 1993; Hopkin, 1997; Rusek, 1998), es decir la dieta
de los colémbolos que habitan en la hojarasca y el suelo consiste mayormente
de esporas y micelios de hongos, levaduras, fragmentos de materia vegetal en
descomposicion y bacterias. Aquellas especies que acostumbran subir a la
vegetacion o que habitan permanentemente en esta ingieren con mas
frecuencia granos de polen y esporas de hongos (Christiansen, 1964). En
donde se alimentan preferentemente de hongos saprofitos mas que otros tipos

de hongos. Aunque se pueden emplear diversas estrategias de alimentacion,
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especies edaficas se consideran principalmente fungivoros (Bardgett et al.,
1993; Hopkin, 1997; Rusek, 1998), y en gran medida depende mucho de esas
fuentes de alimento. Por lo tanto, por medio de su actividad de alimentacion
influyen en el comportamiento de los hongos que viven en la mismas capas del
suelo (Parkinson et. al. 1979; Visser y Whittaker 1979; Newell 1984;

Klironomos, et al., 1992).

Es decir que el consumo sobre hongos saprofiticos, favorece la estimulacién y
crecimiento de los hongos micorrizicos (Lussenhop y Bassiri, 2005) asi como
una mejor disposiciéon de N y P hacia las plantas a través de los desechos
fecales (Gange, 2000). No esta muy claro si los colémbolos prefieren a hongos
micorrizicos o saprofitos, pero estudios en laboratorio demuestran que prefieren
a los saprofitos (Jorgensen et al., 2003; Klironomos y Kendrick, 1996). Sin
embargo esta busqueda de los colémbolos hacia los hongos, se ve limitada por
las caracteristicas estructurales del suelo, siendo una de estas los espacios
porosos (Larsen et al., 2004 ; Schrader y Lingnau , 1997), con lo que pueda dar

mas oportunidad a los saprofitos, que a los fitopatdgenos.

1.13 Depredadores y presas de Colémbolos

Los colémbolos juegan un papel muy importante en el proceso de degradacion
de la materia organica y en la formacién de la microestructura del suelo. Son
hospedantes de muchos parasitos como protozoarios, nematodos, trematodos,
y bacterias patdgenas y asi mismo son fuentes de alimento para muchos
depredadores incluyendo a los escarabajos carabidos y otras larvas (Bauer,
1985), dipteros, hormigas (Holldobler and Wilson, 1990), acaros (Karg, 1971),
otros colémbolos (Cassagnau, 1972), ranas, reptiles y polluelos de faisan.

Ellos utilizan como fuente de alimento a protozoarios, nematodos, rotiferos,
enquitreidos, bacterias, hongos, algas y plantas en descomposicion, tejidos
vivos de plantas y algunos hongos patdgenos (Rusek, 1998). Son importantes
diseminadores de los propagulos de la microbiota del suelo, especialmente en

lugares de descomposicion de la materia organica muerta.
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1.15 Colémbolos Fungivoros

En la colembolofauna predominan las especies micofagas y muestran un alto
grado de selectividad de alimentos fungicos (Mills y Sinha, 1971; Lartey et al.,
(1989). Algunos autores informan que los colémbolos al momento de consumir
su alimento, pueden influir profundamente en la composicion de la comunidad
fungosa saprofitica del suelo, cambiando las relaciones de competencia.
(Parkinson et al., 1979; Newell, 1984; Klironomos et al.,, 1992) A su vez, la
calidad de los hongos utilizados como fuente de alimento pueden afectar las
estrategias de vida de los colémbolos (Booth y Anderson 1979; Shaw 1988;
Walsh y Bolger 1990; Chen et al., 1995)

Poco se sabe sobre las interacciones entre los colémbolos y hongos parasitos.
Se han encontrado que los propagulos de algunos hongos patégenos pueden
ser aceptables para los colémbolos (Wiggins y Curl 1979; Curl et al., 1988;
Innocenti et al., 1997), y en algunos casos se ha demostrado que los
colémbolos puede causar cambios cuantitativos en las poblaciones de hongos
de la rizosfera (Curl et al., 1985; Nakamura et al., 1992; El Titi y Ulber 1991).
Esto va a depender de la estratificacion vertical de los colémbolos del suelo en
correlacion con la distribucion del tamafio de los poros asi como la humedad

relativa y la disponibilidad de alimento (Rusek, 1998).

Los colémbolos son morfolégicamente y ecolégicamente diferentes en sus
habitos alimenticios. Ellos reconocen con las diferentes partes de su aparato
bucal el alimento para digerir, como en el caso de la especie Micranurida que se
alimentan principalmente de bacterias, levaduras y otros microorganismos de
los fluidos de fermentacion y las peliculas de agua que cubren las particulas
sélidas del suelo. En el caso de Pseudachorutes spp; que presentan
mandibulas y maxilares modificados para detectar hongos, asi como
Tetradontophora bielanensis que es depredador de nematodos, rotiferos,
tardigrados, enchytridos e incluso otros colémbolos (Friesea spp., Metisotoma

grandiceps) (Rusek, 1998). Los habitos de alimentacion se pueden reconocer
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gracias a la morfologia de las estructuras de su aparato bucal (Wolter, 1963) y
el analisis del contenido intestinal (Rusek, 1985).

1.16 Preferencias alimenticias de Colémbolos Fungivoros

Los colémbolos han demostrado no presentar preferencias alimenticias no hay
ninguna especie de hongo preferida en particular. Bardgett et al., (1993)
menciona que el consumo selectivo por parte de Onychiurus latus hacia el
hongo Marasmius androsaceus en hojarasca de coniferas resultd en una
reduccion considerable de la actividad de este hongo, y un aumento en la
abundancia del hongo Mycena galopus presente en la hojarasca, debido a un

sabor desagradable para los colémbolos.

Este cambio en la estructura de las comunidades de hongos tuvo un efecto
knock-on a escala de ecosistemas, reduce las tasas de descomposicion de
hojarasca de coniferas, ya que M. galopus descompone la hojarasca a un ritmo
mas lento que M. androsaceus . Este tipo de seleccion o presa puede basarse
en muchos factores, pero es sobre todo en relacion con el buen sabor de los
hongos, la cual varia segun la especie, la edad y estado fisiolégico. Por
ejemplo, se ha demostrado que el colémbolo Folsomia candida se alimenta de
hifas metabdlicamente activas en preferencia a hifas muertas o inactivas (Moore
et al.,, 1985 ) y también selecciona las regiones del talo de hongos con alto
contenido de N ( Leonard, 1984 ).

El consumo preferencial, es resultado de la evitacion del consumo de toxinas
producidas por algunas colonias de hongos (Parkinson et al., 1979); Asi mismo
algunas especies de colémbolos localizan y seleccionan a los hongos, a partir
de los compuestos volatiles que liberan, y que son agradables para los
colémbolos (Bengtsson et al., 1988).

El consumo preferencial hacia las estructuras fungicas, tiene efectos directos,

sobre la actividad y la abundancia de la presa, asi como en alterar la estructura
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de la comunidad fangica. Es bien sabido, que un nivel intermedio de consumo
de colémbolos en realidad aumenta la actividad y el crecimiento de los hongos
seleccionados (Hanlon y Anderson, 1979;). Esta estimulaciéon de proliferacion
de hongos, a menudo se ha referido como el crecimiento compensatorio, que se
debe a un nuevo crecimiento de hongos después de haberse alimentado de
hifas senescentes, y el nuevo crecimiento después del consumo, es crecimiento

activo.

Por ejemplo, un estudio realizado por Hedlund et al., (1991) demostraron que el
consumo de Onychirus armatus sobre el hongo Mortierella isabellina inducen el
cambio de hifas, es decir de un crecimiento adpreso a la esporulacion de hifas,
en sectores en forma de abanico, con crecimiento rapido y sin crecimiento

micelial.

Estos autores también mostraron que las actividades de las enzimas amilasas,
pueden actuar varias veces, en hongos con consumos continuos en aquellos
hongos que no han sido probados. En contraste, si el consumo es muy pesado
hacia las comunidades fangicas, estas puede reducir su actividad, como lo
muestran Warnock et al., (1982) quienes descubrieron que una alimentacién
excesiva sobre los hongos micorrizicos, contrarrestan su relacion mutualista con

la planta huésped.

La ingestion y exposicién de las estructuras fungicas a los fluidos intestinales
pueden influir en gran medida la actividad microbiana. Por ejemplo, las
comunidades microbianas han demostrado ser mas abundantes y activas,
debido al paso por el intestino de los coléembolos (Brown, 1995), y las bacterias
inactivas se pueden activar durante este viaje intestinal debido a la eliminacion
de las endosporas y a la germinacion de esporas bacterianas (Fischer et al.,
1997). Sin embargo, los colémbolos también puede ser un medio hostil para las
estructuras fungicas, debido a lo que Moody et al., (1996), mencionan que la

germinacion de esporas de hongos se pueden reducir considerablemente
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después de la ingestion por los colémbolos, debido a la exposicion a los fluidos

intestinales.

Estudios sobre la preferencia alimenticia demuestran que inicialmente
Onychiurus vanderdrifti prefiere a Pencillium spinulosum, pero mas tarde la
preferencia por este hongo disminuye, mientras que la prefencia por P.
janczewskii (syn. P. nigricans) incrementa. En los cuatro y cinco dias la
preferencia a ambas especies de Penicillium es la misma, sin embargo luego se
cambio6 a P. janczewskii, alcanzando los valores mas altos de preferencia en el

sexto y octavo dia que posteriormente disminuye (Rusek, 1989).

Otras especies que se alimentan de hongos incluyen a Tetrodontophora
bielanensis, que se alimenta de un amplio espectro de hongos durante el afio
de acuerdo a la disponibilidad de hongos del suelo (Matic y Koledin, 1985). Esto
lo realizan debido a que ellos tienen sus propias enzimas (amilasas,
laminarinasas, xylanasas, lichenasas, celulasas, complejo de trehalosas),
utilizan los diferentes constituyentes de la materia organica del suelo como
alimento (Urbasek and Rusek, 1994).

Muchas especies atmobioticas son fit6fagas y se alimentan de tejidos vegetales
vivos (Sminthurus viridis, Bourletiella spp.), otras se alimenta de hifas y esporas
de hongos y cambian sus requerimientos nutrimentales (polen, algas, tejidos de

plantas) a través del afio (Nadtochiy, 1987).

Curl (1979) encontr6 que una poblacion mixta de especies de colémbolos,
Proisotoma minuta Tullberg y Onychiurus encarpatus Denis, suprimio
significativamente a Rhizoctonia solani Kuhn presente en plantulas de algodén
en invernadero. Las interacciones entre la mesofauna micofaga y agentes de
biocontrol de hongos en relacion con patdgenos y supresion de enfermedades
se abordd por primera vez por Lartey et al. (1991), ellos mostraron que la
combinacion de Laetisari arvafis en un tratamiento de semillas con una
poblacién de colémbolos (P. minuta) resulto un control efectivo en contra de R.

solani en algodon que con cualquier agente utilizado solo.
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Los ensayos de alimentacion de laboratorio han demostrado la selectividad
alimenticia de P. minuta y 0. encarpatus del patégeno en la presencia de L.
arvalis. T. harzianum, y G. virens (Lartey et al., 1989).

Segun Cook y Baker, (1983) los colémbolos se pueden considerar como uno de
los factores que puedan afectar la competencia de enfermedades fungicas en
sustratos organicos. En estudios in vitro realizados por Sabatini e Innocenti
(1995) demostraron que el colémbolo Protaphorura armata prefiere
Gaeumannomyces graminis var. tritici y Fusarium culmorum, sin embargo
cuando se hicieron crecer ambas colonias de los hongos en la misma placa de
Petri en un medio agarizado, el colémbolo Protaphorura armata preferio a F.
culmorum, que a G. graminis var. Tritici. Eventualmente, P. armata disminuy6
significativamente la gravedad de enfermedades causadas por estos hongos en
las plantulas de trigo en ensayos realizados en microcosmos, donde los dos

hongos se colocaron por separado (Sabatini e Innocenti, 2001).

Las hifas de Bipolaris sorokiniana, deben de ser evitadas, ya que producen un
metabolito letal, pero para Onychiurus pseudogranulosus los conidios de B.
sorokiniana son apetecibles (Sabatini e Innocenti, 1995). En pruebas de
invernadero presento una supresion singificativa de Rhizoctonia solani y

Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (Lootsma y Scholte, 1997)

Shaw (1988), afirmo que hay factores quimicos que pueden influir en la eleccion
del alimento por parte de los colémbolos, como son la riqueza de nutrientes del
micelio, la produccién de hongos patégenos del suelo y los metabolitos

secundarios toxicos repulsivos.

Algunos estudios del microcosmos del suelo, sugieren que los colémbolos son
principalmente de habitos fungivoros en donde se alimentan preferentemente
de hongos saprofitos mas que otros tipos de hongos, siendo los hongos
saprofitos el componente principal de las redes alimenticias del suelo, (Coleman

et al , 1983; Rooney et al , 2006 ). También se ha demostrado que afectan al
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nitrégeno (N ) y fosforo ( P ) en el contenido de las plantas ( Harris y Boerner ,
1990 ) , asi como las tasas del ciclo carbono (C ) en el suelo (Johnson et al.,
2005).

Las hifas parecen ser favorecidas por la especie Tomocerus flavecens, ya que
cuando se siembran, y se encuentran en condiciones de laboratorio son
apetecibles pora el colémbolo. (Knight y Angel, 1967) Sin embargo no todos los
alimentos que son ingeridos por el colémbolo son degradados completamente
ya que algunos componentes del bolo alimenticio pueden ser téxicos (Kilbertus
et al., 1981). En el caso de Tomocerus minor, se realizaron tres aislamientos de
hongos del tracto digestivo, de los cuales al alimentarse de estos hongos solo
en una especie presento un desarrollo normal de los individuos, mientras que
en los otros dos eran perjudiciales para el crecimiento y fecundidad del

colémbolo.

1.17 Factores que influyen en la preferencia alimenticia

Algunos factores que expliquen la preferencia alimenticia de colémbolos hacia
los hongos, es todavia desconocida, aunque han surgido muchas sugerencias

como:

1. Una pobre densidad de cuerpos miceliares, con lo cual permite a los
individuos presentar mas movimiento facilmente. (Mills y Sinha, 1971)

2. La etapa de senescencia de las colonias fungicas.(Moore et al., 1987)

3. El valor nutricional de la cepa o mas especificamente el contenido de
nitrogeno.(Leonard, 1984)

4. Algo que se considera para los colémbolos que es muy util en la
seleccién de diversas especies de hongos es el olor que despiden.
(Hedlund et al., 1995).

5. Asi como los metabolitos toxicos que desprenden los hongos (Visser et
al., 1977)
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La mayoria de los experimentos sobre preferencia alimenticia de colémbolos, se
han logrado debido al uso de cepas puras de hongos desarrolladas en medio de
cultivo. Sin embargo, se sabe que estas preferencias se ven afectadas por la
naturaleza del medio de cultivo utilizado para el desarrollo del hongo (Leonard,
1984), tal vez se deba a cambios en el espectro de compuestos volétiles
emitida por el hongo (Bengtsson, et al., 1988).

En un examen microscopico se demuestra que cuando Fusarium culmorum,
ingresa en el tracto digestivo de un colémbolo, la mayoria de conidios son
dafiados careciendo de contenido citoplasmatico y, es asi como los pellets
fecales producidos por la alimentacion de F. culmorum o G. graminis var. Tritici,
mostraron que casi todos los conidios eran fragmentados. Por lo tanto los
pellets no germinaban en medio de cultivo, a excepcion de los de Fusarium
culmorum. EI transito a través del intestino dafiaron los propagulos flungicos
debido a que los conidios e hifas carecian de contenido citoplasmatico.
Posiblemente se deba a la actividad de enzimas como las trehalasas,
presentes en el intestino de Protaphorura armata (Urbasek y Rusek, 1994) y
gue probablemente explica la digestién del contenido celular de los hongos, que
contiene principalmente trehalosa (Siepel, 1996). También se reduce la
viabilidad de los in6culos y por lo tanto, la cantidad de propagulos viables
transportados por colémbolos en su intestino o cuticula que probablemente es

insuficiente para inducir o producir la enfermedad (Sabatini e Innocenti, 2001).

Sabatini e Innocenti (2001), encontraron resultados similares con diferentes
especies de colémbolos y con otros hongos. Por lo tanto, los colémbolos

podrian afectar la competencia entre los hongos patégenos hacia la planta.
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1.18 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en Colémbolos

La PCR ha sido utilizado ampliamente y tiene el potencial de ser una
herramienta molecular muy poderosa en taxonomia, especialmente para la
identificacion de especies muy pequefias (Frati, et al 1992). En el caso de los
colémbolos para la identificacion de especies individuales como por ejemplo en
el caso de la especie Isotoma viridis, se presenta directamente la secuenciacion
del gen de la subunidad Il de la citocromo oxidasa (CO Il) basado en el método
molecular del ADN (Rusek, 1998). La taxonomia basada en el DNA y estudios
filogenéticos de colémbolos han ganado cada vez mayor importancia en los
altimos afios y podrian ser utilizados para resolver varias cuestiones (Frati, et al
1992).

25



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion del area de estudio
2.1.1 Zona de trabajo

El area de estudios se localiza, en la region Il, Sierra Nororiental, el cual se
encuentra situada geogréficamente en la parte norte del estado de Puebla,
entre los paralelos 19° 54' 00" y 20° 00' 42" de latitud norte y los meridianos 97°
36'18" y 97° 41'36" de longitud occidental a una altura que va de los 1000 a los
1200 msnm y colinda al norte con el municipio de Zoquiapan, Al este con
Nauzontla, Al sur con Xochiapulco, Al oeste con Huitzilan y Zapotitlan de
Méndez. (Figura 2).

PUEBLA REGION Il SIERRA NORORIENTAL

Figura 2. Ubicacidn politica del municipio de Xochitlan de Vicente Suarez,
Puebla

2.1.2 Clima

Se identifican dos climas: clima templado hiamedo con lluvias todo el afio, se
identifica en la porcién meridional. Clima semicalido subhimedo con lluvias todo
el afio se presenta en la porcién central y septentrional (An6nimo, 1992).
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2.1.3 Orografia

Rodeado por elevados cerros entre los que destacan por su altura el Elotépetl,
el Mezcaltepetl, Otzolotepec y el Ixtaczayo, éste ultimo es el de mayor altura del
municipio, la parte central presenta una estrecha planicie intermontafa labrada
por el rio Zempoala y presenta la zona mas baja del municipio. Por dltimo, al sur
se levanta una sierra irregular, destacando entre ella el cerro Catzunin que
alcanza 1,200 metros sobre el nivel del mar la altura del municipio oscila entre

500 y 1,900 metros sobre el nivel del mar (Anénimo, 1992).

2.1.4 Hidrografia

Se ubica dentro de la cuenca del rio Tecolutla de donde parte el rio Zempoala,
gue nace en Chignahuapan y en el que desembocan los arroyos Apipias,
Questepolapan, Pecapan, Santa Elena y Ateno. El rio Apulco es caudaloso y
tiene un largo recorrido por la sierra norte antes de unirse al Tecolutla, recorre
el suroeste del municipio en direccidén suroeste a noreste y sirve como limite de
los municipios de Xochiapulco y Zacapoaxtla a lo largo de mas de cinco
kilometros. Y finalmente el rio Zempoala que bafia de oeste a este la porcion
central para unirse posteriormente al Tecolutla. También cuenta con arroyos

intermitentes que se unen a los rios ya mencionados (Anénimo, 1992).

2.1.5 Edafologia

El territorio presenta tres grupos de suelos: Andosol: Ocupa extensas areas del
Suroeste y Centro-Este. Litosol: Se presentan en la ribera del Zempoala y del
Apulco al Noreste. Luvisol: Se localizan en zonas dispersas del municipio.Los
tipos de suelo en la zona son amarillo-rojizo, de la variedad Cambisol, cuya
caracteristica es la acumulacion de arcilla y calcio susceptible a la erosion. La
otra variedad presente, es un suelo joven, de color claro, denominado Regosol
(Anbénimo, 1992).
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2.1.6 Vegetacion

La vegetacion que presenta es de bosque tropical subcaducifolio, acompafiado
de un bosque de pino-encino (Pinus moctezumae, Pinus-strobus). En épocas
recientes y debido a la introduccion de potreros y cafetales, en la zona media y
baja de la Sierra, se observa la apariciéon de una vegetacion secundaria con
maleza. En algunas partes se puede encontrar ademas, cedro (Cedrela

mexicana), olivo, (Oleo europaeae) y nogal (Juglans regia) (Anénimo, 1992).

2.2 Fase de Campo

El presente trabajo se realiz6 en el estado de Puebla. La zona de estudio
“Chicuasencuautla” y “Santa Lucia, estan situadas en el municipio de Xochitlan
de Vicente Suarez, dentro de la Sierra Norte de Puebla; (Cuadro 2.)

Cuadro 2. Caracteristicas generales de los sitios de colecta en la Sierra
Norte de Puebla, México

Muestra Lugar Ubicacién Altitud Cultivos
geografica (m)
Sitio A Chicuasencuautla 19° 577 60” N y | 1024 Jatropha  curcas,

Xochitldn de Vicente | 97° 38' 41.54” O

Suarez
Puebla arabiga
Sitio B Santa Lucia 19° 58 18” N y | 942 Jatropha curcas y

Xochitlan de Vicente | 97° 38 01.61” O
Suarez
Puebla

Coffea arabiga
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Zea mays y Coffea




Figura 3. Parcela experimental de Jatropha curcas en Chicuasencuautla
Sitio A, Xochitlan de Vicente Suarez, Puebla

2013/08/01 06:19 PM

Figura 4. Parcela experimental de Jatropha curcas en Santa Lucia Sitio B,
Xochitlan de Vicente Suarez, Puebla
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2.2.1 Manejo agrondmico de las parcelas

En el sitio A, Chicuasencuautla, el manejo que se le dio a la parcela
experimental de Jatropha curcas L. fue poco debido a que el cultivo requiere de
minimas labores culturales. Algunas de estas labores fueron la eliminacion de
malezas de forma manual o con la ayuda de un machete o un azadoén, no se
aplicé ningan tipo de fertilizantes en la parcela de estudio y la materia organica
presente fue la que se acumul6 de la caida de las hojas de los arboles
adyacentes de las especias Inga vera y, Coffea arabiga. La cosecha se realizd

de forma manual.

En el sitio B, Santa Lucia, el manejo que se dio a la parcela fue variado. Una de
las actividades realizadas fue el combate de malezas de forma mecanica
mediante la ayuda de una desbrozadora asi como el manejo quimico de las
mismas empleando un herbicida, el activo quimico usado fue Glifosato. Otra
actividad fue la poda de los arbustos de Coffea arabiga, ésta se hizo de forma
manual con tijeras para podar. Para la fertilizacion se aplico urea al 46% v triple
17 en forma de granulado aplicado al suelo, también se usaron fertilizantes
foliares como Bayfolan en solucion de polvo humectable y se aplicaron
fungicidas a base de cobre como el sulfato de cobre pentahidratado y

clorotalonil.

2.2.2 Colecta de hexapodos (2012-2013)

Durante julio de 2012 y octubre de 2013, se llevaron a cabo observaciones y
posteriormente se procedid a colectar hexapodos, y hojas de J. curcas L. Las
plantas muestreadas fueron aquellas que presentaron los sintomas de albergar
hongos que fueron principalmente las que mostraron lesiones angulares de
color café oscuro a negro, este tipo de lesiones también se presentdé en las
nervaduras y fue mas visible aiin en el envés; la mayoria de las plantas de la
muestra tuvo la presencia de colémbolos. Las plantaciones de J. curcas L., se
encontraron intercaladas con cafeto (Coffea ardbiga) y maiz (Zea mays),

ubicadas en los sitios A “Chicuasencuautla” y el sitio B “Santa Lucia”.
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Cuadro 3. Fechas de colecta en la Sierra Norte de Puebla, México.

Sitios de Fecha de T® T® T° | HR | Velocidad
muestreo y tipo Colecta . ) del viento
de Colecta Promedio | Alta | Baja
(Km/h)
Sito Ay B 21 dejuliode |21.6 21.6120.2 |88 |0.0
Colémbolos en 2012
follaje y hojas
con sintomas de
hongos
Sito Ay B 17 septiembre 21.9 219 21.2 | 94 0.0
Colémbolos en de 2012
follaje y hojas
con sintomas de
hongos
Sitio Ay B 22 noviembre 20.2 20.2 | 17.7 | 82 0.0
Colémbolos en de 2012
follaje
Sitio Ay B 22 diciembre 24.6 24.6 | 22.8 | 64 1.6
Colémbolos en de 2012
follaje
Sito Ay B 25 de marzo de 12,5 12.5| 11.8 | 99 0.0
Colémbolos en 2013
follaje
Sitio Ay B 6 de mayo de 13.4 13.7 | 13.4 | 99 0.0
Colémbolos en 2013
follaje
SitocAyB 21 junio de 20.1 20.1 | 19.5 | 100 0.0
Colémbolos en 2013
follaje
Sitio Ay B Sitio 30 de julio de 25.3 26.7 | 253 | 76 0.0
AyB 2013
Colémbolos en
follaje
SitocAyB 1 de agosto de 194 19.6 | 194 | 95 0.0
Colémbolos en 2013
follaje
Sitio Ay B 1de 25.1 259|251 | 81 1.6

Colémbolos en
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follaje septiembre

Sitio Ay B 8 de octubre 28.3 283|279 | 72 1.6
Colémbolos en de 2013
follaje

Cada parcela experimental de J. curcas, tuvo 7 surcos y 17 plantas, con un total
de 119 plantas y un marco de plantacion de 4x2 m. De cada sitio de muestreo
se tomo el 20% del total de las plantas, la seleccion de plantas se realiz6 a
través de numeros aleatorios proporcionados por el Programa SAS system V9.
De cada planta se tomaron 3 hojas del segundo tercio de la planta, esto se
realizd en los dos sitios de muestreo. So6lo se tomaron plantas con follaje de
cada zona experimental, no se repitieron los mismos nameros y tampoco se
muestre6 dos 0 mas veces la misma planta.

Cuadro 4. Ubicacién de las plantas de J .curcas en las plantaciones
experimentales (Las 1, representan las plantas muestreadas)

Surcos\Hilera (1|2 |34 |5/6|7|8]|9|1 |1 (1 (1 |1 |1 |1 |1
S O |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7
1 XXX X[X[IX|IX|X[|X[|X [ X [ X [X|[X|X|X|X
2 XIX[P XX XXX |1 |1 [ X[X |1 | X |X
3 XIXIXIXIXIXIxX[ 1 Ix]t [X 1 [xX|1 [X[X]X
4 XTI X1 [T | X[ X|X[X]|1T | X | X [|X|X|X |1 |X
5 XIXIXIXIX I IXIXIXIX [X [t |1 IxX]1 [X]X
6 XTI XIX|X[1T]|X[1]|X |1 | X |[X|X |X |X|X
7 XX X[X[X[IXIX|X|X|X [ X [ X [X[X[|X|X|X

Las colectas de hexapodos se realiz6 empleando la siguiente técnica:

Se colect6 hojas de J. curcas con presencia de hongos y colémbolos las cuales
se introdujeron en bolsas de plastico transparente de 2 kg de capacidad; de
forma cuidadosa se introdujeron en la bolsa desde el apice hasta el pedicelo
tratando de no mover demasiado la hoja para evitar que saltaran los
colémbolos, ya que al verse en un estado de peligro los colémbolos utilizan su
furcula para saltar. En cada bolsa se colocaron alrededor de 10 a 15 hojas, para
evitar que se perdiera humedad del medio se agregdé de 3 a 5 mL de agua

destilada estéril con la ayuda de un atomizador. Para permitir la aireacion se
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realizaron pequefias perforaciones a cada bolsa con ajugas de diseccion y de
esta forma se mantuvo con vida a los hexapodos. Cada bolsa se sell6 con cinta
y se etiquetd, por ultimo todas las muestras se guardaron en una hielera con gel
congelado para su posterior extraccion, lo anterior se realizd para no alterar las

condiciones de vida de los colémbolos y poder manipularlos posteriormente.
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Figura 5. Colecta de hojas de Jatropha curcas L. con individuos de
Orchesella bifasciata.
Técnica 2
Lo siguiente fue colectar los colémbolos de las dos zonas de estudio
directamente de las hojas, Unicamente se tomaron los organismos que se

encontraban en el follaje de la J. curca L.

a. Se verifico que las hojas del segundo tercio de la planta, ya que ahi fue
donde se encontraba mayor cantidad de colémbolos, se colecté hoja por
hoja.

b. Las hojas fueron diseccionadas con la ayuda de un bisturi sobre una
tabla, los pedacitos cortados fueron introducidos en frascos de plastico
de 84 mm x 39 mm los cuales contenian una capa de hojarasca de 1 cm
de grosor. Cada pedazo de hoja diseccionado se acomodo

delicadamente en el frasco de tal modo que el colémbolo no fuera
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dafado, esto se hizo hasta que el frasco llegd a tener 3% de su
capacidad.

Después se agregd medio gramo de levadura de cerveza por frasco y se
procedié a sellarlos con tela de organza ajustandola con una liga para
permitir la aireacion de los colémbolos.

Posteriormente se roci6 agua destilada estérii en forma de
microaspersion sobre la tela de organza, el agua se filtr6 y de esta forma
se mantuvo la humedad en las camaras.

Se etiquetd todos los frascos con los siguientes datos: Sitio de muestreo,
fecha de colecta, cultivo en el que se encontraron los especimenes, al

final los frascos fueron colocados en una hielera para su transporte.
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Figura 6. Colectay preservaciéon de Orchesella bifasciata.
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Figura 7. Orchesella bifasciata en el envés de una hoja de Jatropha
curcas L.

Se observo que el tracto digestivo, estaba completamente lleno de alimento.
(Se observaba una linea café que recorria longitudinalmente al hexapodo

Figura 8. Ubicacién de colémbolos en el envés de las hojas de J. curcas L.
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2.2.3 Colecta de hojas de J. curcas con hongos fitopatégenos

Las hojas seleccionadas en cada colecta fueron colocadas en bolsas de papel.
En cada bolsa se colocaron alrededor de 8 a 10 hojas dependiendo del tamafio
de cada una de ellas asi se mantuvieron frescas las hojas. Cada bolsa se sell6
con cinta y se etiquetd, por ultimo todas las muestras se guardaron en una

hielera.

Figura 9. Colecta de hojas con sintomas de hongos.

2.3 Fase de Laboratorio

El material colectado fue llevado al laboratorio de Micro y Mesofauna, del Area
de Biologia, de la Universidad Autébnoma Chapingo, (km 38.5 Carretera México-
Texcoco, Chapingo, Estado de México) donde se colocaron las hojas con los
hexapodos en un congelador a -20 °C por 50 minutos para inmovilizar a los

colémbolos.
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Figura 10. Inmovilizando a los colémbolos colectados mediante frio
2.3.1 Determinacién taxondmica y visualizacion del contenido intestinal

Se determind taxondmicamente a los colémbolos y al mismo tiempo se visualizé
el contenido intestinal de estos para lo cual se tuvo que seleccionar colémbolos
de dos sitios de muestreo distintos. Los colémbolos seleccionados fueron
aquellos que presentaron estructuras fangicas en el tracto digestivo, para este

propésito se utilizd un microscopio estereoscépico Carl Zeiss Discovery V8.

Preparacion de las muestras
2.3.2 Aclarado

Para la preparacion de las muestras se procedio a la fijacién en alcohol al 70 %
de la siguiente manera:

1. En un portaobjeto excavado se verti6 1 mL de hidréxido de potasio
(KHO) al 5 % y se coloco 3 individuos, se dejaron por 60 segundos, con
el fin de que se degradara la quitina del exoesqueleto, pero sin dafiarlo y

asi poder tener una mejor visualizacion del tracto digestivo.

37



2. Después del procedimiento anterior se transfirieron a otro portaobjeto
excavado en donde se agrego de 1 a 2 mL de lactofenol, después se
calentd con un mechero de alcohol hasta que el lactofenol alcanzo la
ebulliciéon. El tiempo de exposicion vario dependiendo del tamafio de los
ejemplares ya que si se deja calentar demasiado se puede destruir a los
hexapodos a observar para evitar eso se observé constantemente a los
colémbolos con el microscopio estereoscépico, cuando era visible el
tracto digestivo, se retiraban del calor.

3. El lactofenol se dej6 en los portaobjetos excavados y los colémbolos
fueron colocados dentro una caja de Petri bien cerrada, a temperatura

ambiente por un lapso de 2 a 5 dias.

Figura 11. (A) Colémbolos fijados en alcohol 70%, (B) en
tratamiento de KOH 5% y (C) en medio de lactofenol.

Montaje

1. Antes de pasar los ejemplares al liquido de Hoyer, se les retiro el exceso
de lactofenol para evitar que se formaran cristales en la preparacion e
impidieran la visualizacién de las estructuras del tracto digestivo. Cada
colémbolo se tomé con el borde de una pequefa espatula y después fue
colocado suavemente en papel para que por medio de la absorcién
fueran retirados los residuos de lactofenol.

2. Después se colocé en el centro de un portaobjetos, con la ayuda de una
aguja de diseccion, una gota de liquido de Hoyer.

3. Se tomo cada colémbolo con la espatula y la aguja de diseccidén para
luego sumergirlos en el liguido de Hoyer. Con la ayuda de un
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microscopio estereoscépico Carl Zeiss Discovery.V8 se pudo observar a

los colémbolos en posicion dorsal, ventral o lateral.

Figura 12. Montaje de ejemplares de Orchesella bifasciata en
liguido de Hoyer

4. Se cortd un cubreobjetos de 22x22 mm en 9 partes, con la ayuda de un
lapiz de diamante. Con una pinza del nimero 5 se tomé una fraccion del
cubreobjetos cortado y se colocé muy cerca de la gota del liquido de
Hoyer, formando un angulo de 45°, sin hacer presién se dejo deslizar
suavemente, hasta que cubri6 perfectamente a la gota.

5. En los casos que la gota con liquido de Hoyer no llen6 totalmente el
cubreobjetos se procedid a utilizar una cantidad mayor del mismo fluido
para llenar los espacios vacios.

6. Las preparaciones se etiquetaron con los siguientes datos: del lado
izquierdo se coloco el nombre del sitio de muestreo; la localidad, fecha
de la colecta, cultivo donde se encontrd, altitud, nimero de muestra y la
temperatura. Los datos para la determinacién taxondmica, familia,
género, especie, autor y afio, de los colémbolos asi como de los hongos

del tracto digestivo se colocaron del lado derecho.

39



Al ewiado)
2./ Sv\'\"ol \',(;

Figura 13. Preparacion semipermanente de un colémbolo

7. Por dltimo las preparaciones se colocaron en una estufa a una
temperatura de 40 °C durante 4 dias, con ello se buscé que el liquido de
Hoyer se. Después se cubrio la orilla de los cubreobjetos con una densa
capa de barniz y asi se mantuvo la preparacién semipermanentemente
fija y por lo que al momento de su identificacibn no se movioé ninguno de
los cubreobjetos, esto se evitdé sobre todo cuando se colocé aceite de

inmersion.

2.3.3 Determinacion Taxonémica

La determinacion taxondémica se llevd a cabo con la ayuda del microscopio
compuesto Olympus CH-B45-T-2. Para determinar el género se empled el
microscopio de contraste de fases Carl Zeiss Axiostar LR 113484 (con aceite de
inmersion) y se recurrio al uso de las claves taxondmicas para la Identificacion
de algunos géneros de Collembola mas comunes o presentes en Meéxico
(modificada por Palacios, 1988). También se usaron las fotografias tomadas
con las camaras Samsung ES75 y Olympus SP570UZ de los géneros

identificados.
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Figura 14. Determinacion taxondmica de Orchesella bifasciata

2.3.4 Determinacion molecular (Secuencia)

Los hexapodos fueron mantenidos en botes de plastico con un fondo de yeso
humedecido y un papel filtro por 24 horas a una temperatura de 20 °C. Los
colémbolos fueron alimentados con levadura de cerveza. En la extraccion los
hexapodos fueron colocados al frio a una temperatura -10 °C y posteriormente
introducidos en alcohol al 70%. Para este trabajo la determinacion molecular se
realizé directamente mediante la secuenciacion del gen de la subunidad Il de la
citocromo oxidasa (CO II).

Figura 15. Preparaciones semipermanentes de colémbolos, con el tracto
digestivo lleno y esporas en el exoesqueleto
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2.3.5 Determinacion de las estructuras de los hongos (micelio, ascas,
conidios) presentes en el tracto de digestivo de O. bifasciata

Procedimiento

a. Una vez listas las preparaciones, se llevaron al microscopio compuesto
Olympus y se procedio a la determinacion de las estructuras fangicas.

b. Se observo el tracto digestivo a 40X y la identificacion se determind en
base al desarrollo de esporas como se describe en las claves de Barnett
y Hunter (1998).

Aislamiento y purificaciéon de las estructuras fangicas presentes en el
exoesqueleto de O. bifasciata

Tratamiento 1 (Colémbolos sin desinfestacién)

Procedimiento
a. En cajas Petri de 6 cm de diametro con medio de cultivo PDA +
antibidtico (Acido Lactico al 25%).
b. Se colocaron tres colémbolos en estado de letargo por caja Petri; los
cuales estuvieron en ayuno.
c. Los hexapodos se pusieron sobre la superficie del medio de cultivo.

d. Las cajas Petri fueron selladas con parafilm.

Figura 16. Ejemplar de Orchesella bifasciata en ayuno.
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TRATAMIENTO 2 (Colémbolos Desinfestados)

PROCEDIMIENTO

a.

b.

d.

Los colémbolos fueron puestos en varias soluciones iniciando por un
minuto en alcohol al 70%, posteriormente se colocé 60 segundos en
agua destilada con hipoclorito de sodio al 5%, seguido de dos lavados en
agua destilada estéril por 30 segundos cada uno.

Al término de estos tratamientos se secaron los colémbolos en papel
absorbente estéril.

Los hexapodos fueron transferidos en cajas de Petri de 12 cm de
diametro con medio de cultivo PDA + antibidtico (Acido Lactico al 25%) y
se colocaron sobre la superficie del medio.

Las cajas fueron selladas con parafilm estéril.

Figura 17. Ejemplares de Orchesella bifasciata colocados en solucién

TRATAMIENTO 3 (Colémbolos desinfestados y squash)

PROCEDIMIENTO

a. Los colémbolos fueron colectados directamente en agua destilada estéril,

con el fin de que pudiesen germinar las estructuras fungicas presentes
en el tracto digestivo.

Los hexdpodos fueron puestos en varias soluciones iniciando un minuto
en alcohol al 70%, posteriormente se colocaron 60 segundos en
hipoclorito de sodio al 5%, seguido de dos lavados en agua destilada

estéril por 30 segundos cada uno.
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c. Con la ayuda de una pequefia espatula estéril fueron colocados en papel
filtro para retirarle el exceso de agua destilada.

d. En cajas de Petri de 12 cm de diametro con medio de cultivo de Papa
Dextrosa Agar (PDA) + antibidtico (Acido Léactico al 85%), se realizaron
cuatro orificios con un sacabocados en el medio de cultivo, y mediante el
uso de una aguja estéril fueron levantados cada bocado para dejar los
orificios expuestos.

e. Dos colémbolos fueron transferidos a cada orificio, dando un total de 8
colémbolos por caja Petri, y con la aguja estéril se realiz6 una pequefia
perforacién en el abdomen de cada hexdpodo para asi poder liberar el
contenido intestinal, los bocados fueron puestos en los orificios.

f. La caja Petri se sell6 con parafilm para evitar que el medio se

contaminara y se desarrollaran otros hongos contaminantes.

Figura 18. Colémbolos tratados y realizacion de los bocados en las cajas
Petri receptoras

TRATAMIENTO 4 (Colémbolos vivos y squash) PRUEBA SUGERIDA

PROCEDIMIENTO
1. De los ejemplares de O. bifasciata colectados previamente, se
seleccionaron aquellos que presentaron el tracto digestivo lleno y esto se
realiz6 observandolos detalladamente en el microscopio estereoscépico
(modelo), el indicador fue una pequefia franja longitudinal de color café a
la altura del abdomen.
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2.

Se colocé 3 individuos vivos por cada caja Petri con el tracto digestivo
lleno, se formo un tridngulo en la caja Petri de 10 cm de didmetro.
Posteriormente se agregd el medio de cultivo PDA + Acido Léctico al
85% + Streptomina, (en una proporcion de 39 gr de PDA por litro de
agua destilada estéril + 2 gotas de acido lactico al 85% por 100 mL de
medio de cultivo + 5 ug de estreptomicina por mL de medio), el medio fue
vaciado a una temperatura de 35°C, lo anterior se realizé con la finalidad
de no dafar las estructuras fungicas.

Se marco con una cruz en donde habian sido macerados los colémbolos,
cada caja Petri se etiquetd con los datos correspondientes al sitio de
colecta asi como la fecha y el cultivo en el que se colecto la muestra.

Por dltimo se sell6 la caja con parafilm y se colocaron las cajas Petri a
una temperatura de 20°C para favorecer el desarrollo y esporulacion de
los hongos.

2.3.6 Purificacion de hongos del tracto digestivo y exoesqueleto de O.
Bifasciata

Una vez obtenidos los crecimientos miceliares tanto de los tractos digestivos

como del exoesqueleto de O. bifasciata sometido a las pruebas de germinacion,

estos fueron aislados para determinar su género, el procedimiento fue el

siguiente:

a.

En una campana de flujo laminar se retir0 el parafilm a las cajas Petri con
los hongos desarrollados, se utilizé una lampara de alcohol.

Se corté un pequefio fragmento de agar, donde se encontraba el hongo a
aislar.

Se transfirio el pedazo de agar a una nueva caja Petri con medio de

cultivo PDA + estreptomicina + acido lactico al 85%.

. Otra forma de aislar hongos que presentaron mucha esporulacion fue

tomando con la aguja de diseccion estéril una punta de la hifa, la cual se
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transfirio a una caja Petri con medio de cultivo en donde solamente la
aguja con el hongo pasaron por la superficie del medio.
Todas las cajas Petri fueron selladas con parafilm y fueron incubadas a

una temperatura de 22 a 25 °C.

Figura 19. Aislamiento de hongos del tracto digestivo

2.3.7 Determinacion taxondémica de los hongos purificados del tracto
digestivo y exoesqueleto de O. bifasciata

METODOS Y USO DE CLAVES

DETERMINACION DE LOS HONGOS AISLADOS

a.

Cuando los hongos presentaron un desarrollo visible, se procedié a
realizar preparaciones temporales en lactofenol y glicerina.

Se abrieron cuidadosamente las cepas purificadas, retirandoles
lentamente el parafilm que mantenia sellada a las cajas.

Se tomé una pequefia porcion del micelio, o estructura del hongo.

. Se coloc6 una gota de lactofenol, sobre el centro de un portaobjetos y

ahi mismo se puso la porcion del hongo aislado, adicionando un
cubreobjetos.
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e. Se limpié el exceso de lactofenol y se observo al microscopio compuesto
a 40x.
f. Laidentificacion de los géneros se hizo a través de las Claves de Barnett

y Hunter para Ascomycetos.

AISLAMIENTO DE MATERIAL VEGETATIVO CON SINTOMAS DE HONGOS

El material vegetal se almaceno en refrigeracion a una temperatura de 3 °C.

Figura 20. Conservacion del material vegetativo con sintomas de hongos

Aislamiento de hongos

1. Se cortaron pequefios trozos de tejido enfermo de las muestras que
presentaron lesiones angulares y bien desarrolladas, se utilizé una tijera
estéril.

2. Los trocitos se desinfectaron durante 3 minutos en una caja Petri de 60
mm con hipoclorito de sodio al 3%, posteriormente se lavaron por un
minuto en agua destilada estéril en otra caja Petri, esto se realizd 3
veces vertiendo el agua sobre la muestra con la ayuda de una pipeta
estéril.

3. Los trocitos lavados se colocaron sobre el papel absorbente estéril
durante 5 minutos y de esta forma se elimino el exceso de humedad.
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4. Cuando las muestras se secaron completamente, estas fueron tomadas
con una pinza estéril y transferidas a cajas Petri con medio de cultivo
PDA (Papa Dextrosa Agar) y se colocaron tres pedacitos de hoja por
caja. Las cajas fueron incubadas a una temperatura de 20 °C durante 10
dias.

5. Al término de ese tiempo, el hongo produjo estructuras reproductivas.

Purificacion

La purificacion de los aislados se realizO mediante la técnica de cultivos
monosporicos.

Procedimiento

1. Se purificé el hongo a partir del crecimiento en medio de cultivo de PDA
+ acido lactico (6 gotas L-1), el tejido enfermo que fue sembrado en
medio de PDA se observd con un microscopio estereoscopico y asi se
identifico las estructuras desarrolladas tales como conidios y ascosporas.
Con la ayuda de un alfiler entomoldgico estéril se toco ligeramente la
masa de conidios y ascosporas elegidas con el fin que quedaran
adheridos a la punta del alfiler.

2. En una caja Petri con medio de cultivo PDA se introdujo suavemente la
punta del alfiler que contenia los conidios de tal manera que se
impregnaran en el medio.

3. Posteriormente las cajas Petri se incubaron a una temperatura de 20°C
durante 24 horas, para que los conidios y ascosporas germinaran.

4. Al germinar las estructuras se les observd con un microscopio
estereoscopico, se eligidé una y se tomo con un alfiler entomologico estéril
y se volvio a transferir a una caja Petri con medio de cultivo PDA y se
incubo la caja a 20°C de temperatura; después de 12 dias, el medio
guedo cubierto en su totalidad por estructuras del hongo.
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Figura 21. Purificacion de hongos fitopatdégenos
Determinacion taxondmica (Métodos y claves utilizadas)

Procedimiento

1. Para la determinacion taxondmica se realizaron observaciones para cada
colonia que crecié en medio de cultivo PDA, se tomé en cuenta la forma
del crecimiento, coloracion, y presencia de estructuras reproductivas
(Lezcano et al., 2010).

2. Para la caracterizacion morfolégica, se realizaron preparaciones de las
estructuras de reproduccién en lactofenol, las cuales se analizaron en un
microscopio compuesto Olympus CH-BI45-T-2 a 40X, y en algunos
casos a 100X con aceite de inmersion.

3. La identificacion de los hongos a nivel de género se realizé con las
claves especializadas de Barnett y Hunter (2006), mientras que la
identificacion de la especie se llevé a cabo usando las descripciones y
claves de Sutton (1980), Leslie y Summerell, (2006), Simmons (2007).
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2.3.8 Preferencia alimenticia de O. bifasciata, sobre hongos fitopatégenos

MANEJO DE EJEMPLARES

Se utilizé la técnica 2 de colecta para la obtencion de colémbolos, los frascos
fueron sacados de la hielera y se colocaron en un lugar con mayor ventilacion.
Diariamente se les agregd agua destilada estéril en forma de microaspersion
para mantener una humedad relativa del 90% y una temperatura de 25°C. Cada

5 dias se le agrego6 levadura de cerveza a los frascos.

d 9L PO ZL/0L/ELOZ

b0 240 1600 X
Figura 22. Alimentacion de los especimenes de Orchesella
bifasciata

AYUNO DE LOS ESPECIMENES
Los colémbolos con el tracto digestivo lleno:

a. Fueron introducidos en un congelador a -10°C de temperatura por 30
minutos, esto se hizo con el fin de aletargarlos e inmovilizarlos.

b. Después se extrajeron los colémbolos de los frascos sin dafiarlos y se
introdujeron en frascos que contenian una ligera capa de yeso humeda
de 10 mm de altura.

c. El tiempo de ayuno fue de 48 horas, para que todo el contenido
alimenticio fuera digerido por sus enzimas.

50



d. Cada 12 horas, se agregd agua destilada en forma de microaspersion
con la ayuda de un atomizador para mantener la humedad relativa del

medio al 90%.
PREPARACION DE MEDIOS RECEPTORES
PROCEDIMIENTO:

a. Se prepardé medio de cultivo PDA en dosis de 39 gr. por litro de agua
destilada + 2 gotas de acido Lactico al 85%. Por 100 mL de medio de
cultivo + 5 ug de estreptomicina por mL de medio. El cual fue vaciado en

cantidad de 10 mL por caja Petri de 5 cm de diametro.

Figura 23. Vaciado de medio de cultivo PDA + 4cido Lactico al 85% +

estreptomicina

b. Una vez solidificado el medio de cultivo y con la ayuda de un
sacabocados de 10 mm de diametro, se hicieron 4 orificios con 4 mm de
altura al medio de cultivo nuevo en forma de un cuadrado, lo anterior se
realiz6 para todas las cajas Petri receptoras del experimento.

c. A su vez se realiz6 el mismo procedimiento pero con cepas de los
hongos purificados y una vez obtenido el bocado, se transfirié al medio
PDA + &cido lactico + estreptomicina procurando que se acoplaran bien
en el medio receptor y que el hongo pudiera desarrollarse. Todo lo
anterior se realizd6 en una campana de flujo laminar y detrds de una

lampara de alcohol para evitar la contaminacion externa.
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d. Esto se realiz6 con 16 cepas que se utilizaron para las pruebas de
preferencia con 4 repeticiones cada uno.
e. Se dejo por 24 horas a los hongos transferidos en su nuevo medio.

2013/10/15 1EE9TAM

Figura 24. Preparacion de medios receptores para las pruebas de
preferencia
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Figura 25. Transferencia del hongo a prueba a un medio de cultivo nuevo

Una vez obtenidos los individuos de O. bifasciata de las pruebas de ayuno:

a. Los hexapodos puestos a ayuno fueron transferidos del frasco a una caja
de Petri limpia y, mediante una espétula estéril se colocaron 5 individuos
de O. bifasciata por caja Petri receptora.

b. Por ultimo a las cajas Petri fueron selladas con parafilm, para evitar la

contaminacion externa.
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Figura 26. Cajas Petri selladas con parafilm

5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Determinacién taxondémica

En todas las colectas realizadas, la especie mas abundante fue O. bifasciata,
colémbolos que principalmente se hallaron en el follaje de J. curcas, (dosel), en
total se obtuvieron 5,555 individuos. Muchos de ellos murieron en el transporte
debido a los cambios de hébitat, por lo que el nimero de hexapodos bajo
considerablemente, otra cantidad de hexapodos se perdié durante el proceso
de determinacién taxonomica, molecular y al tiempo de llevar a cabo los
tratamientos de germinacién de estructuras fungicas, algunos colémbolos se
perdieron y otros se escaparon lo anterior debido a su tamafio pequefio y la

presencia de su furcula.
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Figura 27. Descripcion de los colémbolos colectados en afios 2012 y 2013.
La determinacion taxondmica de estos hexapodos es:
Reino: Animalia
Phyllum: Arthropoda
Orden: Collembola
Familia: Entomobrydae
Geénero: Orchesella

Especie: Orchesella bifasciata Bourlet

Figura 28. Preparacion semipermanente de Orchesella bifasciata en

liquido de Hoyer
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Determinacion molecular
El andlisis molecular, realizado a los colémbolos genero la secuencia:

>ENA|CDG50499|CDG50499.1 Orchesella bifasciata partial cytochrome
oxidase subunit 1 : Location:1.606

GTAGGTACAGCATTTAGAGTATTAATCCGGCTAGAATTAGGACAACCAGGAAGTTTTATC
GGAGATGATCAAATTTATAATGTAATAGTTACAGCCCACGCTTTTATCATAATTTTTTTT
ATAGTTATACCTATCATAATTGGGGGGTTTGGAAACTGATTAGTACCATTGATAATTGGA
GCCCCTGATATAGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGTTTTTGATTGCTTCCCCCTTCA
TTAACATTATTATTGGCAGGAGGTTTAGTAGAAAGAGGGGCAGGAACGGGATGAACAGTT
TACCCTCCCTTAGCCGCCGGAATTGCACACGCTGGGGCTTCTGTTGATCTATCAATTTTT
AGTCTTCATTTGGCAGGAGCCTCTTCAATTTTAGGCGCTGTAAATTTTATTACTACTATC
ATCAATATGCGATCCCCCGGCATATCTTGAGATCAAACACCTCTTTTTGTTTGATCAGTC
TTCCTAACTGCTATTTTATTATTACTATCACTACCTGTTCTTGCAGGTGCCATCACTATA
CTACTTACAGACCGTAATTTAAATACTTCGTTTTTCGATCCTGCGGGGGGTGGAGACCCT
ATCTTA

Dando como resultado la determinacién del colémbolo:

ORGANISMO
Eukaryota
Metazoa
Ecdysozoa
Arthropoda
Hexapoda
Collembola;
Entomobryomorpha
Entomobryoidea
Entomobryidae
Orchesellinae;
Orchesella.
Orchesella bifasciata

El analisis molecular ha tomado mucha importancia hoy en dia ya que se basa

principalmente en analizar las secuencias de nucleétidos de un fragmento de

ADN. El resultado obtenido del analisis molecular coincide con la determinacion

taxonOdmica, con lo cual se pudo cerciorar que el colémbolo pertenece a la

especie Orchesella bifasciata, descrita por Bourlet en 1839.

La secuencia del colémbolo estudiado se obtuvo mediante secuenciacion del

citocromo oxidasa de la subunidad 1, muestra que esta registrada en las bases

de datos del GenBank, con el numero de acceso HG422626.2 el cual indicé una

similitud en un 100% con Orchesella bifasciata. Analizando dichos resultados
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consideramos el andlisis molecular como un método fiable ya que nos
proporcioné certeza sobre la determinacion (Frati, et al 1992). En el caso de
especies pequeias, los métodos moleculares toman mucha importancia ya que
la determinacion en base a claves taxondmicas, puede provocar algunos
errores ya que en ocasiones, al momento de preparar la muestra ésta puede
dafarse debido a que las partes del cuerpo del hexdpodo pueden romperse o
desintegrarse, y sin estas caracteristicas morfoldégicas es muy complicado
poder realizar una correcta determinacion y esto incide de manera peligrosa

debido a que el resultado puede ser dudoso.

Los agentes causales, asociados a las lesiones angulares fueron:

Cuadro 5. Hongos aislados del follaje de Jatropha curcas L. del sitio A
“Chicuasencuautla”

Colecta y sitio Material de Género o especie
aislamiento

Chaetomium sp.

Phoma sp.

Fusarium verticiloides (Gibberella moniliformis)

Fusarium spp.

Fusarium oxysporum cepa 1

Fusarium oxysporum cepa 2

Sitio A Phomopsis sp.
_ Helminthorsporium sp.
Jatropha Hojas del ["Alternaria alternata, 1
curcas L. segundo  tercio |"Ajternaria alternata, 2
de la planta

Cladosporium sp.

Trichoderma sp. cepa 1

Trichoderma sp. cepa 2

Aspergillus flavus

Aspergillus niger

Penicillium sp.
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Cuadro 6. Hongos aislados del follaje de Jatropha curcas L. del sitio B
“Sta. Lucia”

Colecta y sitio Material de aislamiento Género o especie

Chaetomium sp.

Sitio B Fusarium verticiloides
(Gibberella moniliformis)
Jatropha curcas L. Hojas del segundo tercio | Fusarium oxysporum
de la planta cepal

Helminthosporium sp.
Alternaria alternata, 1
Cladosporium sp.
Trichoderma sp., cepa 1
Penicillium sp.

En los dos sitios de muestreo se presentaron una diversidad de hongos que en

su mayoria son fitopatégenos y saprofitos.

B) c E)
Figura 29. Cladosporium sp., (A) Helminthorsporium sp., (B) Penicillium

sp., (C) Fusarium sp., (D) y Trichoderma sp. (E)

57



De los agentes causales, aislados algunos coinciden con lo mencionado con
Lozano (2007), Biocombustibles de Guatemala (2008) y Prihandana y Hendroko
(2006) que en todos los paises en donde se cultiva J. curcas, se presenta por lo
regular Fusarium spp., Helminthosporium, Alternaria sp., los cuales se
presentan como patdégenos de elevada incidencia que atacan tallos y hojas.

; '
. s

Figura 30. Fusarium oxysporum cepa 1 (sitio A) Fusarium oxysporum cepa
2 (sitio B)

En el caso de Fusarium spp, Melo et al.,, (2007), reportan que en las

plantaciones de J. curcas se presenta una elevada incidencia del patégeno y

mas en lugares con clima semicalido y (Biocombustibles de Guatemala, 2008)

con alta humedad (2000 mm anuales), ejemplo de ello es Xochitlan de Vicente

Suarez, Puebla, en estos sitios se encontr6 que el patégeno (sitios de

muestreo) ataca tallos y hojas de plantas jovenes de J. curcas.

Ademas de todas las hojas procesadas se aislaron 16 especies fungosas, de
entre las que destacan Chaetomium sp., Fusarium verticiloides (Gibberella
moniliformis), Fusarium oxysporum cepa 1, Helminthosporium sp., Alternaria
alternata, 1; Cladosporium sp., Trichoderma sp. cepa 1 y Penicillium sp., las

cuales se encontraron en las dos parcelas experimentales.
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Figura 31. Phakopsora arthuriana en J .curcas

También se tuvo la presencia de Phakopsora arthuriana, (Nolasco, 2011) (sin.
Phakopsora jatrophicola) la cual es causante de roya en J. curcas (Gomes,
2009). Se establecié directamente en las hojas formando pustulas, lo que
reduce la superficie fotosintética de la planta, (Andrade y Gabriel, 2008).

Este tipo de roya se distribuyé desde Brasil a diferentes partes del mundo
incluido México, debido a la comercializacion de estructuras reproductivas.
Ademas la importancia fitosanitaria y econdémica de la roya en J. curcas en
México, radica en los altos niveles de incidencia y severidad en los que puede
presentarse cuando las condiciones ambientales son favorables, tal y como se
observo en los sitios de muestreo de Xochitlan de Vicente Suérez, Puebla. Este
municipio presenta un clima templado humedo con lluvias todo el afio, el cual
favorecio el progreso de la enfermedad. En ambas plantaciones se observaron
hojas con sintomas tipicos de roya en una incidencia de 40-45%.
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Figura 32. Dafio producido por Colletotrichum gleosporioides (envés y
haz)

Colletotrichum gloesporioides se aislé del sitio A, sin embargo se tuvo
problemas al momento de purificarlo debido a una contaminacion excesiva de
acaros, y no se volvié a encontrar en las colectas posteriores, por lo tanto no se
considerd para las pruebas de preferencia alimenticia. Ademas éste patdgeno
ha sido reportado en el estado de Yucatan por Torres (2011), en plantaciones

iniciales de J. curcas.

8018 ¢

-
’-

Figura 33. Cladosporium sp.
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Cladosporium sp. fue la especie mas abundante en el follaje de J. curcas, de
ambos sitios experimentales. También se presenté en los aislamientos tanto
del exoesqueleto y del tracto digestivo de Orchesella bifasciata. Por lo que se

considero a esta especie como muy abundante.

Se esper0 la presencia de la enfermedad conocida como cenicilla, (Oidium sp.),
ya que es un patdgeno que ataca follaje, ademas de reducir la ldmina foliar y
presentarse en época de seca (Andrade y Gabriel, 2008).

Figura 34. Alternaria alternata

Otro de los patdégenos que se presentd en las parcelas experimentales fue:
Alternaria alternata, el cual es causante de la caida de hojas de manera
prematura, los dafos causados se visualizan cuando empieza a ver una
mancha, (Andrade y Gabriel, 2008). La presencia de este hongo se dio en todo
el experimento, inclusive se observo en el exoesqueleto y en el tracto digestivo
de O. bifasciata.

ASOCIACION Y DETERMINACION DE HONGOS PRESENTES EN EL
EXOESQUELETO Y TRACTO DIGESTIVO DE Orchesella bifasciata Bourlet

Asociacion de colémbolos y hongos

Al momento de la colecta de follaje, se observé la presencia de colémbolos en
el envés de las hojas de Jatropha curcas L. y se encontré6 mas individuos en

aguellas hojas con mayor superficie foliar y mayor dafio por hongos; en aquellas

61



hojas que presentaron menos dafios por hongos se encontraron menor cantidad
de individuos, es decir que puede existir una relacion directa, entre la incidencia
de hongos fitopatdbgenos y la presencia de colémbolos. Lo anterior se
comprobd al momento de realizar preparaciones semipermanentes, ya que se
observo en el tracto digestivo de los colémbolos una alimentacién muy variada,
(Saur 1988 y McMillan et al., 1971). Se encontraron diversas estructuras
fungicas o bacterianas completas y (Rusek, 1998) fragmentos de esporas, asi
como micelio fragmentado. Lo que se observé se debe principalmente a que los
colémbolos, presentan un conjunto de enzimas muy especializadas para su
degradacion, (Urbasek and Rusek, 1994), ademas son altamente
especializados a la hora de elegir su alimento (Parkinson, 1983). En la
colembolofauna predominan las especies micofagas (Mills y Sinha, 1971; Lartey
et al., 1989), lo cual se comprueba por Christiansen (1964) quien reporta que

las especies del dosel se alimentan con mas frecuencia de esporas de hongos

gue de fluidos bacterianos.

Figura 35. Asociacion del tracto digestivo de Orchesella bifasciata, con
hongos fitopatégenos.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO INTESTINAL DE Orchesella bifasciata,
MEDIANTE PREPARACIONES SEMIPERMANENTES EN LIQUIDO DE
HOYER

Chicuasencuatla, X6chitlan de Vicente Suarez, Puebla.

Se realizaron 76 preparaciones semipermanentes en liquido de Hoyer de los
dos sitios de muestreo y las especies fungicas encontradas fueron:

Del sitio A “Chicuasencuautla” se realizaron 44 preparaciones que corresponde
a los meses de colecta julio, septiembre, noviembre de 2012 y junio de 2013, a

continuacion se muestran todas las estructuras y especies determinadas.

Se observaron estructuras tales como ascosporas, maduras e inmaduras, las
cuales no pudieron ser determinadas a nivel de género, debido a que muchas
de ellas estaban dafiadas o incompletas, por lo tanto se mantuvieron con la

categoria de Phyllo (Ascomyceto).

Del sitio B “Santa Lucia” se realizaron 32 preparaciones que corresponde a los

meses de colecta julio, septiembre, noviembre de 2012 y junio de 2013

Todos estos registros son de los diversos hongos observados, en
preparaciones semipermanentes en liquido de Hoyer, y con una visualizacion

de 40X en el microscopio compuesto Olympus.
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Figura 36. Cantidad de esporas determinadas en las preparaciones

Los principales hongos encontrados en el sitio A fueron: Coniothyrium sp.,
Lasiodiplodia sp., Packopshora sp., Xilaraceo sp., ascosporas de ascomycetos

semipermantes en el sitio A

y en menor proporcién Ulocladium sp., Hemillehia vaxtratis, Giberella sp.

SitioB

 Cantidad de esporas

Figura 37. Cantidad de esporas determinadas en las preparaciones

Las principales especies fungicas encontradas en las preparaciones del sitio B,

Coniothyrium sp., Lasiodiplodia sp., Xilaraceo sp., Thyrostroma sp., Ulocladium

semipermantes en el sitio A
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sp., ascosporas de ascomycetos y en menor proporcion Giberella sp.,

Curvularia sp.

Como podemos ver en las figuras 35 36, los colémbolos presentaron una ligera
variacion en cuanto a preferencia de estructuras fangicas, ya que en casi todos
los tractos digestivos analizados de ambos sitios de colecta, tuvieron una
preferencia hacia los hongos Coniothyrium sp., Lasiodiplodia sp., Xilaraceo sp.,
lo que nos indica que O. bifasciata no solo se alimento de un tipo de esporas,
sino de tres principales especies las cuales pueden ser muy palatables para los
colémbolos. Lo anterior nos demuestra que los colémbolos fueron muy
selectivos al momento de alimentarse sin embargo, con este analisis de
visualizacion no se demostré que exista una especie de hongos en particular
sobre los demas hongos (Bardgett et al., 1993). En cada tracto digestivo
visualizado observé una gran cantidad de esporas dafiadas, (Urbasek and

Rusek, 1994) que pertenecen a diferentes especies.

Segun lo reportado por Bardgett et al., (1993) Hopkin, (1997) y Rusek (1998),
los colémbolos prefieren consumir a los hongos saprofitos sobre otros tipos de
hongos, sin embargo podemos observar que en los resultados del analisis de
los tractos digestivos se aprecié que los colémbolos se alimentaron de hongos
fitoparasitos, y en gran medida dependen mucho de esas fuentes de alimento
debido a que viven en el dosel, por lo que su alimentacion influye en el
comportamiento de los hongos que viven en el mismo follaje (Parkinson et al.,
1979, Newell, 1984, Klironomos et al., 1992).

En el caso de colémbolos edaficos, la busqueda de su alimento se ve limitada
por las caracteristicas estructurales del suelo siendo una de estas los espacios
porosos, con lo que se ofrece mayor oportunidad a los hongos saprofitos que a
los fitopatdgenos (Larsen et al., 2004 ; Schrader y Lingnau , 1997). En nuestro
caso, al encontrarse los colémbolos en el follaje no existen esas barreras fisicas
gue les impida degustar las esporulaciones de los hongos fitopatdgenos, las
cuales segun Wiggins y Curl., (1979) Curl et al., (1988) Innocenti et al., (1997)

pueden ser aceptables por la aportacion de Nitrégeno Shaw (1988), aunque
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también hay factores quimicos que pueden influir en la eleccién del alimento,
como son la riqueza de nutrientes del micelio y los metabolitos secundarios

toxicos repulsivos.

DETERMINACION DE HONGOS AISLADOS DEL EXOESQUELETO DE
Orchesella bifasciata

En el tratamiento 1 (Colémbolos sin desinfestacidn), se presentaron todos los
aislamientos realizados del exoesqueleto de los colémbolos, colectados en
ambos sitios.

Sitio A

30 ¢ 27

20

[0 ]

10 - 3

H No. De Aislamientos

Figura 38. Total de aislamientos fungicos del sitio A

Con lo cual tenemos que para el sitio A, las especies predominantes fueron:
Cladosporium sp. , Alternaria alternata, Fusarium spp., y con menor incidencia
Penicillium sp.
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Figura 39. Cladosporium sp. (Jatropha curcas)
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Figura 40. Total de aislamientos fungicos del sitio B

Para el sitio B, las especies con mas incidencia fueron: Cladosporium sp.,
Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Penicillium sp.

Figura 41. Alternaria alternata

Figura 42. Fusarium sp. (Jatropha curcas)

Para el sitio B, las especies con mas incidencia fueron: Cladosporium sp.,

Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Penicillium sp.
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La germinacion de estructuras fungicas se debidé principalmente a que los
medios de Papa Dextrosa Agar (PDA), en donde se desarrollaron los hongos
son muy sensibles debido a la alta concentracion de nutrientes, ya que se
necesitd de pocas esporas viables para que se desarrollara una colonia

completa.

Los colémbolos son morfolégicamente y ecolégicamente diferentes en sus
hébitos alimenticios. Ellos reconocen, con las diferentes partes de su aparato
bucal el alimento a digerir. En el caso de la especie Micranurida se alimenta
principalmente de bacterias, levaduras y otros microorganismos de los fluidos

de fermentacion y las peliculas de agua (Rusek, 1998).

Con Orchesella bifasciata pasa algo similar que con Micranurida, ya que
también presenta un aparato bucal con mandibulas y maxilas, con una placa
molar como la de la familia Hypogastruridae (Greenslade et al., 2002), las
cuales son de gran ayuda al momento de alimentarse de crecimientos
miceliares, lo anterior corresponde con lo que menciona Wolter (1963) que los
habitos de alimentacién se pueden reconocer gracias a la morfologia de las
estructuras de su aparato bucal, asi como el analisis del contenido intestinal
(Rusek, 1985).

Las diferencias en las piezas bucales de los colémbolos pueden reducir la
competencia entre diferentes tipos de especies ya sean, edaficos, euedaficos o
de dosel, ya que debido a eso se pueden alimentar de diferentes recursos
(esporas de hongos, bacterias, restos vegetales, minerales, algas) (Vegter,
1983; Chen et al., 1997).

Cuando los colémbolos se alimentaron de los crecimientos miceliares en el
follaje no sélo lo hicieron de esporas, sino también adquirieron esporas de la
cuticula, principalmente en los apéndices locomotores (tarsos y ufias) como
parte del térax que es una zona con mucha vellosidad, e incluso también en la
furcula ya que éste apéndice les sirve para saltar y por lo tanto pudieron

apoyarse en un crecimiento micelial y llevarse consigo pequefios propagulos.
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Sin embargo Sabatini e Innocenti, (2001) mencionan que la cantidad de
propagulos viables transportados por colémbolos en su cuticula, de una planta
a otra probablemente es insuficiente o no presenta la concentracion necesaria

de esporas infectivas para producir una enfermedad.

En el tratamiento 2 (Colémbolos desinfestados), los aislamientos obtenidos

en ambos sitios estan reportados en los Cuadros 7 y 8.

Cuadro 7. Total de aislamientos obtenidos del sito A

SITIO AISLAMIENTOS | ESPECIE
“A” Al Cladosporium
22-JUNIO-13 | A2 Micelio claro liso
Jatropha | A3 Chaetomium
curcasL. |[B1 Cladosporium
B2 Penicillium
C1l Cladosporium
Cc2 Micelio claro liso
D1 Cladosporium
D2 Micelio claro liso
D3 Chaetomium
El Micelio claro liso
Sitio A
5
5 4
4
3 2
2 1
(1) - '; H No. De Aislamientos
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Figura 43. Total de aislamientos fangicos del sitio A

Para el sitio A, las especies con mayor presencia fueron: Cladosporium sp.
Chaetomium sp., Micelio claro liso
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Cuadro 8. Total de aislamientos obtenidos del sito B

SITIO
“B’!
22-JUNIO-13
Jatropha
curcas L.

AISLAMIENTOS

ESPECIE

Al

Fusarium fusiliforme

A2 Pseudoplea briossione
A3 Fusarium oxysporium
Bl Cladosporium

B2 Alternario alternata

Cl No se desarroll6 nada

H No. De Aislamientos

Figura 44. Total de aislamientos fungicos del sitio B

Para el sitio B, las especies con mayor presencia fueron: Fusarium oxysporium,

Pseudoplea briossione, Alternario alternata, Cladosporium sp.

Los resultados indican que son pocos los hongos que sobreviven a la
exposicion de los tratamientos, ya que fueron solo siete especies fungicas
(Cladosporium, Chaetomium, Fusarium oxysporium, Pseudoplea briossione,

Alternario alternata, Micelio claro liso) que germinaron en medio de cultivo PDA.

Se realizaron varias repeticiones en las cuales, se trataba a los colémbolos en

hipoclorito de sodio y posterior a ello enjuagues de agua destilada estéril.
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Solo las esporas de Cladosporium sp., pudieron germinar, y estas provenian de
los dos sitios de muestreo. La germinacion de algunas esporas se debio, quiza
a que se necesitaba mas tiempo en los tratamientos a los cuales fueron

expuestos los colémbolos.

Sin embargo muchas de las esporas encontradas en el exoesqueleto fueron
inactivadas, es decir sufrieron un dafio, quiza se deba al hecho de que los
colémbolos fueron expuestos al hipoclorito de sodio 3%, lo cual afectd la
viabilidad de las esporas, se intenté rescatarlas cuando se lavdé con agua

bidiestilada pero y las esporas ya no estaban vivas.

Lo que podemos verificar es que solo 7 tipos de esporas pudieron soportar la
actividad del hipoclorito de sodio (degradaciéon de las membranas lipoproteicas),
sin embargo cuando se expusieron los colémbolos al medio de cultivo, estos

pudieron germinar lo que demuestra que para las esporas es muy resistentes.

Sabatini e Innocenti, (2001) mencionan que la cantidad de estructuras fungicas
transportadas por los colémbolos que adquieren al momento de alimentarse de
un crecimiento micelial, no presentan la concentracién infectiva para producir
una enfermedad, sin embargo estas esporas que sobrevivieron a los
tratamientos se pudieron desarrollar en medios de cultivo (PDA). Tal vez se
deba a que las esporas presentaron una pared muy gruesa y por lo tanto el

hipoclorito de sodio no las afecté.

Determinacion de hongos aislados del tracto digestivo de Orchesella
bifasciata

En el tratamiento 3 (Colémbolos desinfestados y squash), se presentan los
aislamientos obtenidos de la germinacién de las estructuras presentes en el

tracto digestivo de los colémbolos de los dos sitios de muestreo.
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Sitio A

® No. De Aislamientos

Figura 45. Total de aislamientos obtenidos del sito A

Para el sitio A, las especies con mayor presencia fueron: Cladosporium sp.,
Penicillium sp., en poca incidencia se encuentran: Fusarium, Alternaria alternata

Sitio B
25
25 171
20 17
15 4~
10 7 5 5 4
5 41 2 —I 1 2 1 -I
0 — . I. ’ |7 No. De Aislamientos
o @ S O
o & & P T
o Q:‘ Q) ."\\o O & (o]
F AN T P
O’bb ’éQ (’\\() N (o) ?>\O
& T > N
& © & L N
v R RS
@\0 N

Figura 46. Total de aislamientos obtenidos del sito B

Para el sitio B, las especies con mayor presencia fueron: Cladosporium sp.,

Fusarium sp., Penicillium sp. y con poca incidencia Alternaria alternata.

Los resultados indican que las especies con mayor germinacion en los medios

de cultivo fueron: Cladosporium sp., Penicillium sp., los cuales se presentaron

en colémbolos provenientes de los dos sitios de muestreo, y las especies con
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menor germinacion pero que también se presentaron en ambos sitios de

muestreo fueron: Fusarium spp., Alternaria alternata.

Muchas de las estructuras que se observaron en el tracto digestivo, y que no
germinaron en el medio de cultivo, debido principalmente a lo reportado por
Moody et al., (1996). Moody informa que la germinacion de esporas de hongos
se reduce considerablemente debido a la exposicién a los fluidos intestinales,
es decir que es un medio hostil para las estructuras fangicas (Warnock et al.,
1982) debido a las diferentes actividades de las enzimas amilasas, que pueden
actuar varias veces en los hongos, y por lo tanto afectar de una manera muy

severa a las esporas, las cuales salen inactivas con las heces fecales

Figura 47. Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum, Fusarium fusiliforme, solo se presentaron eventualmente
en los aislados del sitio b, el primero en 3 aislamientos y el segundo solo en 2.
Para el caso de Fusarium sp., que se presentd en ambos sitios de muestreo
pero en solo 2 aislamientos, que se debié principalmente a lo expuesto por
Urbasek y Rusek, (1994) quienes mencionan que, cuando Fusarium culmorum
ingresa en el tracto digestivo de un colémbolo la mayoria de conidios son
dafiados careciendo de contenido citoplasméatico y, es asi como los heces
fecales producidos por la alimentacion de F. culmorum presentan casi todos los
conidios fragmentados, por lo tanto las heces no germinaron en el medio de
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cultivo, excepto F. culmorum que si germind. A pesar de lo anterior, no hay
correspondencia con los resultados del experimento ya que el género Fusarium,
presentd muy pocos aislamientos, es decir que el transito a través del intestino
dafo los propagulos fungicos, debido a la gran actividad de enzimas como las
trehalasas presentes en el intestino en una alta concentracion y por lo tanto
dejar a los conidios carentes de contenido citoplasmético. Esto probablemente
explica la digestion del contenido celular de los hongos que contiene
principalmente trehalosa (Siepel, 1996). También se reduce la viabilidad de los
in6culos y por lo tanto, la cantidad de propagulos viables transportados por
colémbolos en su intestino o cuticula probablemente es insuficiente para inducir
o producir la enfermedad (Sabatini e Innocenti, 2001).

Sin embargo Brown (1995), menciona que la ingestion y exposicién de las
estructuras fungicas a los fluidos intestinales pueden influir en gran medida la
actividad bacteriana. Es decir, las comunidades bacterianas han demostrado
ser mas abundante y activas debido al paso por el intestino de los colémbolos, y
segun Fischer et al (1997) las bacterias inactivas se pueden activar durante
este viaje intestinal debido a la eliminacibn de las endosporas y a la
germinacién de esporas bacterianas, pero esto no concuerda con los resultados
del tratamiento 3, en donde solo en 5 aislamientos se encontraron bacterias, las
cuales fueron representadas por unas cuantas colonias que se desarrollaron

alrededor de donde se encontraba el colémbolo.

En el tratamiento 4 (Colémbolos vivos y squash) se presentan los
aislamientos obtenidos de la germinacién de las estructuras presentes en el

tracto digestivo de los colémbolos vivos y macerados, en los sitios de muestreo.

Cuadro 9. Total de aislamientos obtenidos del sito A

AISLAMIENTOS | ESPECIE

Al Fusarium oxysporum

A2 Fusarium oxysporum

A2 Alternario alternata

A3 Fusarium
verticilloides

A4 Fusarium oxysporum
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SITIO

“A”
18-JUL-13
Jatropha
Curcas L.

A5 Fusarium oxysporum

A6 Fusarium oxysporum

C1 Micelio oscuro
septado

Cc2 Micelio oscuro
septado

C3 Trichoderma sp.

El Cladosporium sp.

E2 Cladosporium sp.

E3 Penicillium sp.

E4 Penicillium sp.

ES5 Penicillium sp.
Cladosporium sp.

E7 Cladosporium sp.

ES8 Cladosporium sp.

F1 Leptosphaerulina sp.

F2 Leptosphaerulina sp.

F3 Leptosphaerulina sp.

F4 Leptosphaerulina sp.

F5 Leptosphaerulina sp.

F6 Leptosphaerulina sp.

F7 Leptosphaerulina sp.

F8 Micelio claro Liso y
bacterias

F9 Cladosporium sp.

F10 Cephalosporium sp.

F11 Cephalosporium sp.

F14 Cephalosporium sp.

Gl Cephalosporium sp.

G2 Cephalosporium sp.

G3 Cephalosporium sp.

G4 Micelio blanco Liso

G5 Micelio blanco Liso

H1 Alternario alternata

H2 Alternario alternata

H3 Penicillium sp.

H4 Penicillium sp.

H5 Penicillium sp.

11 Fusarium sp.

12 Fusarium sp.

13 Fusarium sp.
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Figura 48. Cephallosporium sp.

Cuadro 10. Total de aislamientos obtenidos del sito B

AISLAMIENTOS ESPECIE
Al Alternaria alternata
A2 Fusarium spp.
C1l Micelio oscuro septado
Cc2 Fusarium oxysporum
C3 Cladosporium sp.
D1 Cladosporium sp.
El Cladosporium sp.
E2 Peniciiliium sp.
S‘!T[P Micelio liso claro y
B E3 bacterias
18-JUL-13 F1 Fusarium fisuliforme
Jatropha F2 Pseudoplea briossione
Curcas L. F3 Cladosporium sp.
Gl Fusarium oxysporum
H1 Alternaria alternata
H2 Penicillium sp.
11 Aspergillus sp.
12 Fusarium oxysporum
J1 Cladosporium sp.

Los resultados indican que para esta prueba, germinaron especies flngicas que
no se habian presentado en los tratamientos anteriores como Cephalosporium
sp., Leptosphaerulina sp., (Pseudoplea briossione), Trichoderma sp
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Figura 49. Leptosphaerullina (Pseudoplea briosione) (Jatropha)

2013/10/28 07:00 PM

Figura 50. Fusarium oxysporum

Figura 51. Micelio oscuro septado Figura 52. Trichoderma sp.
(Jatropha) (Jatropha)
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Tratamiento 4 (Colémbolos vivos y squash)

Para el sitio A, las especies con mayor presencia fueron: Cephalosporium sp.,
Leptosphaerulina sp., Fusarium oxysporum, Penicillium sp., Cladosporium sp.,
y aquellas que se presentaron en menor proporcion Alternaria alternata,

Trichoderma sp (Figura 53)

H No. De Aislamientos

OFRLrNWRAUON
1
w
w

Figura 53. Total de aislamientos obtenidos del sito A

Sitio B

B No. De Aislamientos

O RLr NWMULO

Figura 54. Total de aislamientos obtenidos del sito B
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Para el sitio B, las especies con mayor presencia fueron: Cladosporium sp.,
Fusarium oxysporum y en menor proporcion Pseudoplea briossione, Alternaria

alternata y Penicillium sp (Figura 54)

Los resultados indican que en ambos sitios de muestreo se encontré la especie
Cladosporium sp. y que presentd una germinacion alta. Ademas la especie
Leptosphaerulina sp. (Pseudoplea briossione), aparece en ambos sitios, siendo

el sitio A donde tuvo mayor germinacion, asi como Cephalosporium sp.

La germinacion de otras especies fungicas, se debié al hecho de que en el
tratamiento 4 solo se introdujeron los colémbolos recién colectados sin
desinfestar y se realiz6 un squash (triturado), lo cual indica que O. bifasciata
presenta una amplia preferencia alimenticia, y segun Christiansen (1964) la
dieta de los colémbolos que habitan en la hojarasca es variable y consiste en su
mayoria de esporas y micelios de hongos, levaduras, fragmentos de materia
vegetal en descomposicidon y bacterias, sin embargo en aquellas especies que
acostumbran subir a la vegetacion (follaje) o que habitan permanentemente ahi,
ingieren con mas frecuencia granos de polen y esporas de hongos, esto se
puede comprobar ya que en la visualizacion de los tractos digestivos no se
encontraron esporas de hongos fragmentadas solamente, se encontraron
también pedazos de material vegetal asi como bacterias, las cuales llegaron a

desarrollar colonias, en un solo aislamiento.

O. bifasciata no solo se alimenta de hongos saprdfitos, sino que también llega a
consumir hongos fitopatbgenos (Bardgett et al., 1993; Hopkin, 1997; Rusek,
1998), y segun (Parkinson et al., 1979 , Newell, 1984, Klironomos et al., 1992) y
en gran medida depende mucho de esas fuentes de alimento por presentar una
gran cantidad de nutrientes como pueden ser nitrégeno y fosforo, vitales para
su desarrollo y reproduccion e inclusive por medio de su actividad de
alimentacion influyen en el comportamiento de los hongos que viven en el

follaje.

79



Se observo los resultados y estos indicaron que hubo un mayor consumo de
hongos fitopatdgenos por parte de O. bifasciata, lo que concuerda con lo
mencionado por Larsen et al.,, 2004; Schrader y Lingnau, 1997, que los
colémbolos al estar en el suelo su capacidad de busqueda de alimento se ve
limitada por las caracteristicas estructurales del suelo, siendo una de estas los
espacios porosos, con lo que se da mayor oportunidad a los sapréfitos que a los

fitopatogenos.

En el caso de los colémbolos de dosel, al no tener esas limitantes y debido a la
alta humedad relativa (Rusek, 1998), éstos consumen mas propagulos fungicos
como Cladospoirum sp. Cephalosporium sp, por lo que son muy apetecibles
para ellos (Wiggins y Curl 1979; Curl et al.,, 1988; Innocenti et al., 1997).
Ademas se alimentan de hifas o estructuras metabolicamente activas de
preferencia (Moore et al., 1985), y también seleccionan las regiones del talo de
los hongos con alto contenido de N (Leonard, 1984), lo cual hace que a los
colémbolos les guste mas los propagulos jévenes y activos, a su vez la calidad
de esos hongos pueden afectar las estrategias de vida de los colémbolos
(Booth y Anderson 1979; Shaw 1988; Walsh y Bolger 1990 ; Chen et al., 1995).

El consumo preferencial se cree que surge en primer lugar como una seleccion
de alimento, al encontrar una fuente rica en nitrégeno, fésforo, y proteinas
(Parkinson et al., 1979), asi mismo de localizar y seleccionar a los hongos
Cladospoirum sp. Cephalosporium sp., Cephalosporium sp., a partir de los
compuestos volatiles que liberan y que son agradables para O. bifasciata,
(Bengtsson et al., 1988). Sin embargo existen algunas especies fungicas que
tienen metabolitos secundarios (toxinas) u olores que son repelentes para los

colémbolos.

Cuando este tipo de hongos consumibles para los colémbolos no se encuentran
en abundancia, los hexapodos pueden consumir otro tipo de especies fungicas
como los saprofitos, sin embargo eso va a depender de la disponibilidad de

propagulos durante el afio en el follaje. Matic and Koledin, (1985) y Lartey et al.,

80



(1989) mencionan que cuando se presenta una mezcla de hongos
fitopatdgenos y simbidticos, los colémbolos afectan solamente a los patdgenos.

Podemos ver en el caso de Fusarium sp., que es un hongo aceptado en
pruebas in vitro, Sabatini e Innocenti (1995) mencionan que es consumido
favorablemente por Protaphorura armata y (Sabatini e Innocenti, 2001) que
puede reducir significativamente el dafio producido por éste patdégeno en
plantulas de trigo, pero en nuestros resultados hubo pocos aislamientos de
Fusarium sp. en los dos sitios de muestreo, sin embargo Lootsma y Scholte,
(1997) afirman que Onychiurus pseudogranulosus en pruebas de invernadero
presento una supresion significativa Fusarium oxysporum, lo que concuerda con
los resultados obtenidos en donde F. oxysporum fue preferido, ya que surgieron
varios aislamientos en los dos sitio de muestreo, lo que significa que O.

bifasciata se alimenta de este patégeno.

La germinacion de todos los hongos del tracto digestivo se debe principalmente
a que no todos los alimentos que son ingeridos por el colémbolo son
degradados completamente, algunos componentes del bolo alimenticio
(propagulos fungicos) son téxicos (Kilbertus et al., 1981) y el paso de los
hongos través del intestino puede dafiar los propagulos debido a la gran
concentracion de sus enzimas (Urbasek y Rusek, 1994). Lo anterior reduce la
viabilidad de los in6culos y por lo tanto disminuye la incidencia del hongo en la
planta (Sabatini e Innocenti, 2001), ya que la cantidad de esporas viables
después de su viaje por el intestino no son suficientes para producir una
enfermedad, y de este modo modularian la competencia de hongos patdgenos

hacia la planta.

Es decir que el consumo de hongos saprofiticos favorece la estimulacion y
crecimiento de los hongos micorrizicos (Lussenhop y Bassiri, 2005), asi como
una mejor disposicion de N y P hacia las plantas a través de los desechos

fecales mediada (Gange, 2000).
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Pruebas de preferencia alimenticia

El analisis estadistico de los resultados mostrd la ausencia de triple interaccion
entre los dias transcurridos desde la colecta de los colémbolos hasta la
realizacion de los ensayos (DIA). Las cepas utilizadas como alimento en las
pruebas de alimentaciéon (CEPA) y el tiempo de respuesta de los colémbolos

(TIEMPO) (No se entiende que quiere explicar con esto).

Hubo dos dobles interacciones, la primera entre los dias transcurridos desde la
colecta de los colémbolos hasta la realizacién de los ensayos (Dia) y las cepas
utilizadas como alimento en las pruebas de alimentacion (Cepa). La segunda
entre los dias transcurridos desde la colecta de los colémbolos hasta la
realizacion de los ensayos (Dia) y el tiempo de respuesta de los colémbolos
(Tiempo) (Cuadro 11).

Cuadro 11. Resultados del andlisis factorial de las pruebas de
alimentacion de Orchesella bifasciata en condiciones de laboratorio.

Fuente de variacion Grados de libertad F calculada  Valor de P
Dia 3 26.15 <0.0001
Cepa 15 21.98 <0.0001
Tiempo 8 6.10 <0.0001
Dia * Cepa 45 4.82 <0.0001
Dia * Tiempo 24 2.82 <0.0001
Cepa * Tiempo 120 1.18 0.0982
Dia * Cepa * Tiempo 360 1.12 0.0745

En cuanto a los factores principales, Dia indica los dias transcurridos desde la
captura en campo hasta su utilizacion en las pruebas de preferencia alimenticia.
Los colémbolos respondieron de manera diferencial, como se observa en el
Cuadro 12. Tomando en cuenta que los colémbolos colectados en campo
fueron tanto inmaduros como adultos y que de manera general un organismo
recién emergido del huevo tarda seis dias en convertirse en adulto, este ultimo
puede vivir hasta un afio dependiendo de la especie (Jordana et al., 1997). En
el primer y segundo dia de ensayo se encontr6 una mayor cantidad de
inmaduros y el tercer dia esta cantidad disminuy0, para que el sexto dia toda la
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poblacion colectada estuvo compuesta de adultos, lo cual concuerda con lo
reportado por Bilde et al., (2000).

En los primeros dias se observé que existia un mayor acercamiento de los
colémbolos al alimento, al respecto Chapman y Boer (1995) describen que la
necesidad de ingesta de nutrientes es mayor cuando los hexapodos mudan el
exoesqueleto. En el caso de los colémbolos en estado juvenil, éstos mudan de
3 a 30 veces, segun la especie; también en estado adulto pueden mudar, en
menor nimero de veces que en estado juvenil (Jordana et al., 1997).

En las hembras la ingesta de alimento es mayor respecto al macho (Calyecac et
al., 2004) e incrementa en los primeros dias debido a la produccion de huevos
(Sabatini e Innocenti, 2000a). Tanto en machos como en hembras la ingesta de
nutrientes decrece a mayor edad (Chapman y Boer, 1995) ya que se acercan al
final de su ciclo de vida y como puede observarse en el Cuadro 12 fue el sexto

dia del ensayo cuando se tuvo el mayor porcentaje de mortalidad.

Cuadro 12. Porcentaje de especimenes de Orchesella bifasciata que
respondieron a la atraccién de colonias de los hongos fitopatégenos y
porcentaje de mortalidad de los colémbolos a diferentes tiempos de la
realizacion de las pruebas desde la colecta de los colémbolos.

Dias transcurrido de la Colémbolos sobre los Colémbolos muertos durante el
colecta al ensayo hongos (%) ensayo (%)
1 24.063 a 4722 c
2 24.757 a 3.264d
3 21.493 b 8.090 b
6 16.904 c 17.534 a

Los promedios se calcularon tomando en cuenta la respuesta y la mortalidad de todas las 16 cepas de
hongos fitopatégenos y los nueve tiempos de observacion.

Promedios con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Las pruebas de preferencia alimenticia mostraron que las esporas y las hifas de
las 16 cepas de hongos fitopatégenos tuvieron diferencias significativas (Cuadro
13). Los hongos preferidos por O. bifasciata fueron en primer lugar
Cladosporium sp., posteriormente la cepa 1 de Aspergillus sp. y en tercer lugar
la cepa 2 de Trichoderma sp.
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Para el primer y segundo hongo los porcentajes de mortalidad fueron bajas, sin
embargo en el caso de la cepa 2 de Trichoderma sp., asi como en la cepa 1 de
éste hongo, el porcentaje de mortalidad fue el segundo mayor presentado en
esta prueba. Esto ultimo se pudo explicar debido a que la alimentacion es el
mas basico comportamiento de sobrevivencia, tanto de manera individual como
de la especie sin importar las necesidades de alimentacion varian
constantemente al cambiar el estado de nutricion, privacion del alimento, estado
de desarrollo y experiencia de alimentacién (Chapman y Boer, 1995). También
se debié en parte a que los colémbolos fueron sometidos a un periodo de
ayuno, éstos ingirieron alimento para obtener nutrientes a pesar de las
sustancias dafiinas que pudieron estar presentes. Hiol et al. (1994) sefialan que

un factor de preferencia alimenticia es la morfologia de los hongos.

Cuadro 13. Porcentaje de especimenes de Orchesella bifasciata que se
encontraron sobre las colonias y porcentaje de mortalidad en las pruebas
con diferentes cepas de hongos fitopatdogenos.

Cepas de hongos fitopatdgenos Colémbolos sobre los Colémbolos muertos
hongos (%) durante el ensayo (%)
Chaetomium sp. 21.111d 6.944 cd
Phoma sp. 23.472d 3.889 ef
Fusarium verticillioides 16.389 e 8.056 cd
Fusarium sp. 16.806 e 10.139c
Cepa 1 de Fusarium oxysporum 16.250 e 7.500 cd
Cepa 2 de Fusarium oxysporum 12.361 f 18.333 a
Phomopsis sp. 21.666d 9.722 c
Helminthosporium sp. 21.111d 3.056 f
Cepa 1 de Alternaria alternata 24.166 cd 4.444 ef
Cepa 2 de Alternaria alternata 28.056 ab 2.778 f
Cladosporium sp. 33.056 a 8.750 cd
Cepa 1 de Trichoderma sp. 14.028 ef 14.028 b
Cepa 2 de Trichoderma sp. 29.091 bc 14.028 b
Cepa 1 de Aspergillus sp. 31.944 ab 5.972 de
Cepa 2 de Aspergillus sp. 22.917d 10.140 c
Penicillium sp. 16.528 e 6.667 de

Los promedios se calcularon tomando en cuenta la respuesta y la mortalidad en los cuatro dias de la
realizacién de las pruebas y los nueve periodos de observacion.

Promedios con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).

En las pruebas solo se ofrecié un tipo de hongo a la vez, sin embargo en su

habitat natural los colémbolos pueden elegir y alimentarse del hongo mas
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conveniente para su desarrollo y reproduccion (Benggtsson et al., 1991). Los
colémbolos son capaces de alterar sus estrategias de sobrevivencia en
respuesta a la calidad de alimentos que representan los propagulos de los

hongos que se desarrollan en su medio (Sabatini e Innocenti, 2000).

La cepa 2 de Fusarium oxysporum fue la menos consumida y se relacioné con
la mortalidad mas alta observada en este experimento. Al respecto Chapman y
Boer (1995) mencionan que los animales deben ingerir necesariamente
alimento para la produccion de energia, para mantener los procesos
bioquimicos, para crecer y desarrollarse; pero al mismo tiempo ellos deben
rechazar el alimento que contienen compuestos téxicos, los colémbolos usan
los olores de los hongos candidatos a ser su alimento para poder evadir a los
gue producen sustancias dafinas (Headlurd et al., 1995). Con base en lo
anterior podemos sefialar que el rechazo de O. bifasciata al Unico alimento
ofrecido pudo deberse a la deteccion de metabolitos secundarios emitidos por la
cepa 2 de F. oxysporum, pero que algunos organismos que pudieron
alimentarse de €l provocé la alta mortalidad registrada, al respecto Chapman y
Boer (1995) indican que la composicion quimica del alimento es uno de los mas
importantes factores que determinan la conveniencia del alimento y que el
consumo del mismo es controlado principalmente por la deteccion de los

estimulos quimicos.

Los nutrientes estimulan la alimentacion y los metabolitos secundarios actian
como induccién para la aceptacion o el rechazo. Un ejemplo de rechazo es el
reportado por Sabatini e Innocenti (2000a) para el hongo Bipolaris sorokiriana
gue produce metabolitos secundarios dafiinos para el colémbolo Mesaphorura
krausbaueri. Sin embargo existen diferencias entre especies en la deteccién de
los metabolitos secundarios, lo que puede atribuirse a la diferencia en tamafio y
a la diferencia en la distancia entre el abdomen y el sustrato que contiene los
metabolitos secundarios (Schultz, 1991). Por ejemplo, a diferencia de lo
obtenido en este trabajo, Sabatini e Innocenti (2000b) reportan a otra especie

de Fusarium (F. culmorum) como el hongo mas palatable para Onychiurus
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armatus y Folsomia candida, en comparacion con otros tres hongos

fitopatdégenos.

Al alimentarse de hongos fitopatdgenos los colémbolos disminuyen el in6culo
modulando la presencia de la enfermedad (Lenoir et al., 2007). En el Cuadro 14
se puede observar que existieron diferencias significativas tanto en el
porcentaje de individuos de O. bifasciata que se encontraron sobre los hongos
como en la mortalidad de los mismos, en diferentes tiempo. Los resultados
muestran que tiene que pasar un tiempo para que los colémbolos tomen el
alimento, aunque también muestran que a mayor tiempo se tuvo la mayor
mortalidad. Lo anterior puede explicarse debido a que una vez que los
organismos tuvieron experiencias positivas en la alimentacion (Chapman y
Boer, 1995), ésta se incrementd y por lo tanto a las 48 horas de observacion se
tuvo el mayor porcentaje de colémbolos sobre los hongos, los cuales son una
fuente de alimento para éstos organismos (Castafio-Meneses, 2004; Staaden et
al., 2010).

Cuadro 14. Porcentaje de especimenes de Orchesella bifasciata que se
encontraron sobre las colonias de hongos fitopatdbgenos y porcentaje de
mortalidad a diferentes tiempos.

Tiempo de respuesta de los Colémbolos sobre los Colémbolos muertos
colémbolos (h) hongos (%) durante el ensayo (%)

30 minutos 17.098 d 0.7812f

1 22.266 bc 1.641f

2 22.734 ab 3.750 e

3 21.563 bc 5.547 de

6 19.453 dc 6.641d

12 21.563 bc 9.766 c

24 23.047 ab 13.750 b

36 22.500 bc 14.609 b

48 25.547 a 19.141 a

Los promedios se calcularon tomando en cuenta la respuesta y la mortalidad en los cuatro dias de la
realizacién de las pruebas y en las 16 cepas de hongos fitopatdgenos.

Promedios con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p<0.05).
La mas alta mortalidad observada a las 48 horas, puede explicarse debido a la

heterogeneidad de las edades de los colémbolos en la prueba y al ciclo de vida

de éstos, ya que al colectarlos directamente de su medio no se discriminé entre
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inmaduros y adultos. Aunque los adultos pueden vivir hasta un afio,
dependiendo de la especie (Jordana et al.,, 1997), algunos de ellos pudieron
haber llegado al final de su ciclo de vida, incrementando el porcentaje de

mortalidad observado.
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6. CONCLUSIONES

O. bifasciata, es un controlador biolégico ya que se alimenta en su mayoria, de
estructuras fangicas (esporas, micelio) de hongos fitopatdgenos, de Jatropha

curcas.

O. bifasciata tiene preferencia hacia hongos fitopatdgenos, ya que en el tracto
digestivo, se encontraron estructuras de hongos que afectan a J. curcas,
corroborado con aislamientos del tracto, ademas de que en pruebas in vitro

también se alimentan de estos hongos.

Los hongos consumidos por O. bifasciata, por orden de preferencia, son:
Cladosporium sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp., Alternaria alternata., Phoma
sp., Phomopsis sp., Chaetomium sp., Helminthosporium sp., Fusarium sp., F.

verticillioides y F. oxysporum.

O. bifasciata, dispersa a los diferentes propagulos fungicos, tanto en la cuticula,

como en el tracto digestivo, estos germinan en medio de cultivo.

O. bifasciata, consumo mayor cantidad de propagulos de los hongos
fitopatdégenos, en los primeros instares de desarrollo. En estado adulto las

hembras son las que consumen mas alimento
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