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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1 -Titulo del proyecto Presupuesto selicitado

Resistencia del trigo (Triticum spp ) al ataque del pulgon verde (Schizaphis graminum Rondani) en el

Noroeste de Meéxico 166,000

2 - Introduccion

‘ El tngo ha sido alimento para la mayoria de la civilizaciones en Europa, Asia Occidental y Africa durante 8 000

afos. sin embargo en las ultimas 4 decadas el cultivo ha pasado cambios histéricos, los cuales fueron propiciados por |
| la llamada "Revolucion Verde” la cual tuvo como principic el uso en el uso de semillas mejoradas. asi como de y el uso
de fertihzantes y pesticidas quimicos, lo anterior ayudo a numerosos paises como China, India, Estados Unidos, Rusia
y Francia a convertirse en potencia mundial en la produccion de granos (Baloch, 1999 FAOSTAT. 2017)

La produccion de trigo en México se ve concentrada en los estados del Noroeste, donde Sonora es el principal
productor, con 319,696.21 Ha sembradas y una produccién de 1605 959 93 durante el 2015 (SIAP 2017) La principal
region productora es el sur de Sonora en el area comprendida por el Valle del Yagui y Mayo la cual es considerada |
como el gje de la economia regional ya que la orientacion predominante de la produccion es hacia el mercado |
internacional, en especial las variedades del tipo cristalino, y en el caso de las variedades harineras la produccion esta
dedicada para satisfacer el mercado nacional (Gonzales ef al, 2006 Valenzuela et al 2012) Durante los ultimos afios
el area sembrada en la regidn ha ido en aumento de 226 936 Ha en el 2013 a 236,767 77 Ha en el 2015 Sin embargo
la produccion ha disminuido de 1591 237 27 T durante el 2013 a 1229707 96 T en el 2015 (SIAP 2017) Aun con
esta disminucion el estado de Sonora se mantiene como el principal productor de trigo en el pais

. Aprovechando el estatus que le otorga ser el principal productor del pais en la region el INIFAP en
| colaboracion con el CIMMYT generan y liberan variedades de trnigo del tipo duro y hannero (Figueroa et a/i, 2010

Figueroa et al., 2013, Chavez et al. 2015) Historicamente el mejoramiento de esta especie esta ornentado a generar
variedades que presenten alta productividad y que contengan caracteristicas de resistencia a enfermedades, como es
|el caso de la roya de la hoja (Puccimia triticina) (Gonzales et al 2006 Villaserior et al 2009, Felix et al. 2010)
|dejando de lado las caracteristicas de resistencia a insectos (Crespo, 2014) Las cuales han sido estudiadas y |
| aprovechadas en distintos paises de America Latina y Medio Oriente donde se han caracterizado materiales de trigo |
| con resistencia a afidos como Schizaphis graminum. Diuraphis noxia. Sipha maidis (Najafi et al, 2004, Saldua y|
Castro. 2011, Turanli et al, 2012, Tocho et al 2012) por mencienar algunos, e incluso se trabaja en la induccion de
| resistencia por medio de la fertilizacion con diferentes compuestos tales como el silicio (Moraes ef al. 2004, Batista et

al . 2005 Goussain et al. 2015 Costa y Moraes 2006 )

Los afidos son la plaga mas importante del cultivo de trigo a nivel mundial (Noriega et al. 2000) y en el Valle
del Yaqui el pulgon verde es la plaga principal, ya que ocasiona dafios al introducir saliva toxica en los tejidos
vegetales por medio de su estilete bucal, lo que provoca la muerte total o parcial de las hojas y en infestaciones
tempranas las plantulas pueden ser destruidas por completo, cuando el cultivo esta mas desarrollado causando |
perdidas de entre el 25 al 60% (Ruiz ef al 2013) Cada afio las acciones para el control de esta plaga requieren la
aplicacion de productos quimicos a base de Dimetoato, Ometoato. Paration metilico Malation y combinaciones de
Betacyflutrin + Imidacloprid y Tiametoxam + Lambdacihalotrina, (Hernandez et al, 2010 Cortes et al, 2011) en
grandes extensiones de terreno, lo que genera un gran costo economice para los productores y ademas problemas de
contaminacion para las poblaciones que se encuentran establecidas en los Valles del Valle del Yaqui y Mayo (Moreno
etal 2012, Camarena el al 2014)

Actualmente el uso de materiales resistentes es una de las principales recomendaciones del Manejo Integrado

"de Plagas (MIP) ya gue es una manera economica y ambientalmente amigable. ya que se reduce la aplicacion de |
productos quimicos para el control de las distintas plagas que se presentan en los cultivos agricolas En Mexico, no se
tienen reportes sobre trabajos dedicados a desarrollo materiales de trigo resistentes a insectos sin embargo existen
trabajos sobre la obtencion de mateniales resistentes de tngo efectuados en otros paises (Clua et al, 2004, Turanh et

al, 2012 La Rossa el al. 2014)
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Objetivos

(Antixenosis)

2 Determinar los componentes fitoguimicos presentes en el cultivo de tngo relacionados con la resistencia a
afidos (Antibiosis)

3 Establecer ensayos en campo para relacionar el rendimiento con la carga poblacional del afido en los
| materiales evaluados (Tolerancia).

Rondani)

4 Determinar la presencia de genes asociados a la resistencia del trigo al pulgon verde (Schizaphis grammnum |

1 Identificar las caracteristicas morfologicas que influyen la carga poblacional de afidos en el cultivo de trigo |

Hipotesis

| « Los materiales de trigo duro y harinero gue utilizan los productores y las lineas experimentales de los programas
de mejoramiento en Noroeste de México cuentan con mecanismos de defensa a los afidos

3 -Revision de Literatura

El uso de materiales vegetales resistentes. es uno de los componentes principales del manejo integrado de plagas. y a
| al 2012) y de igual manera es mas economica que el control por medios quimicos

La resistencia de plantas a insectos ha sido clasificada por Painter (1958). en tres componentes No preferencia. esta

tiempo se le cambio el nombre a antixenosis, para hacer referencia a una cualidad de la planta y no a una capacidad
del insecto (Kogan y Ortman 1978) El segundc es la Antibiosis, que hace referencia a la capacidad que tiene la planta
| de producir metabolitos secundarios que interfieren con el desarrollo, fecundidad. longevidad etc del insecto que se
| alimenta de la planta y a su vez puede modificar el comportamiento de las plagas presentes en la planta (Fravel 1988)
Y por udltimo la tolerancia. la cual es la capacidad gue tiene una planta de producir buenos rendimientos
independientemente de la carga poblacicnal de un insecto determinado durante su desarrollo

Se han llevado a cabo investigaciones sobre los efectos de antixenosis que podrian tener diversos cultivos al ataque
de un numero considerable de plagas, como es el caso del algodonero. Maiz, Arroz Soya entre otros, en los cuales se
han dentficado caracteristicas morfologicas que presentan las plantas las cuales intervienen en el proceso de
resistencia por ejemplo grosor del tallo. grosor de la hoja pilosidad. serosidad. color, entre otros Los cuales son
| efectivos en distintos ordenes de insectos de importancia economica como es el caso de Lepidopteros, Coleopteros, y
| Hemipteros (Brenan y Weinbaum 2001, Craig el al, 2000 Knutson el al., 2012 MclLoud et al., 2015)

Se han identificado distintos metabolitos secundarios que producen las plantas cuando son atacadas por plagas vy

mencionar algunos (Garcia y Perez 2003, Batista 6! al 2005, Badi y Garza 2007), Algunos de ellos participan
activamente matando directamente a los patégenos o bien restringiendo su invasion al resto de la planta, al mismo
tiempo, otros metabolitos secundarios contribuyen a destruir las especies reactivas al oxigeno que son toxicas a para
|1a misma célula vegetal, Los conjugados de fenilpropanoides con aminas se incorporan a la pared celular vegetal para
aumentar su rigidez y reducir su digestibilidad por insectos y vertebrados herbivoros Asi mismo, algunos alcaloides
son neurotoxicos a insectos y vertebrados herbivoros (Sepulveda et al, 2004)

su vez es la estrategia mas efectiva y ambientalmente amigable para el control de plagas y enfermedades (Tocho ef|

se refiere a la capacidad del insecto a elegir plantas que provean condiciones adecuadas para su desarrollo, o bien, |
despreciar plantas que por sus condiciones fisicas no sean atractivas para el establecimientc de este, con el paso del

enfermedades. los cuales son de distintos tipos como alcaloides terpenoides, fitoalexinas y fenlpropanoides por |
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Nuevas investigaciones demuestran que la habilidad de un cultivo de resistir o tolerar el ataque de insectos plagas y
enfermedades, esta ligado a las propiedades fisicas. quimicas y particularmente biologicas del suelo Suelos con alto
contenido de materia organica y una alta actividad biologica generalmente exhiben buena fertilidad, asi como cadenas

| troficas complejas y organismos benéficos abundantes que previenen la infeccidn Por otro lado. las practicas

agricolas que causan desequilibros nutricionales bajan la resistencia de las plantas a plagas (Magdoff y Van Es, 2000)
Las practicas de fertilizacion pueden tener efectos indirectos en la resistencia de plantas a los insectos plaga, al
cambiar la composicion de nutrientes en el cultivo El nitrégeno total (N) ha sido considerado un factor nutricional
critico que modifica la abundancia y el comportamiento de los insectos (Cortes et al, 2011) como se menciona, la
tolerancia de un cultivo a una plaga determinada esta condicionada por las caracteristicas del mismo asi como del
manejo agronomico al que es sujeto, a su vez si la plaga en cuestion se comporta como vector, la poblacion umbral
que puede soportar disminuye

Gracias a los avances en la tecnologia molecular se han logrado identificar genes que confieren resistencia a las

| plantas contra el ataque de diversas plagas de impertancia agricola mundial, como los genes Gb que se encuentran

en gramineas e intervienen con el ataque de afidos (Puterka y Peters 1989 Liu ef a/, 2001, Weng y Lazar 2002, Lu et
al . 2009) o los genes H que confieren resistencia al trigo contra la mosca Hess (Dweikat ef a/, 1994) en tomate se
encuentran Mi que le causan resistencia a nematodos (Seah el al 2004, Lopez et al, 2005) el conocimiento de los
genes que intervienen en la resistencia ha sido una herramienta muy importante para los fitomejoradores ya que
tienen un conocimiento mas certero de los materiales que pueden ser usados como parentales y asi generar
variedades resistentes en un periodo de tiempo mas corto (Mensah et al, 2008, Turanl et al,, 2012, Salehi et al.,
2012)

4 - Procedimiento Experimental

Obtencion de materiales.

Se solicitara al programa de mejoramiento genetico del cultivo de trigo del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) del Campo Experimental Norman E Borlaug (CENEB) y del Campo

| Expenmental Valle de Mexicall (CEMEXI). Lineas elite que cuenten con caracteristicas deseadas por los productores y

variedades comerciales de trigo duro (Trticum durum) y trigo harinero (Tnticum aestivum), utiizadas por los
productores de la region

Caracterizacion morfologica de los materiales de trigo.

Los materiales obtenidos de INIFAP seran sembrados en macetas de un 1 L de capacidad para que se puedan
desarrollar correctamente Cuando la planta presente sus distintas etapas de desarrollo (emergencia, amacollamiento,
encafie, embuche, espigamiento), se tomara registro de datos morfologicos caracteristicos de los materiales como
son Grosor de hojas. grosor de tallo, pilosidad, glauescencia. altura color Entre otros, ya que se ha demostrado que
estas caracteristicas influyen en la preferencia de los afidos al tngo

Recolecta y reproduccion de Pulgon verde (Schizaphis graminum Rondani).

Se realizaran colectas en parcelas comerciales de trigo en los Valles del Yaqui y Mayo. durante el mes de febreroc de
2018 las cuales seran trasladadas al Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro (UAAAN) donde se procedera a su reproduccion sobre plantas de trigo Estas plantas provendran de los
materiales obtenidos del INIFAP, los cuales seran sembrados en maceras de 1 L, durante la primera quincena de
diciembre del 2017 esto para que cuando se obtengan los afidos. la planta se encuentre en una etapa de desarrollo
adecuada para la reproduccion de los mismos (amacollamiento) Con esto se iniciara una cria de afidos la cual es
necesaria para el desarrollo de los trabajos de esta investigacion
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Evaluacion de Laboratorio.

Prueba de libre seleccion

Se realizara un screening con los materiales de trigo obtenidos para la determinacion de la no preferencia
(Antixenosis), se sequird el método de libre eleccion de hospederos reportado por Castro et al (2001). El cual
consiste en utilizar viales de 1 cm de diametro y 5 cm de largo, empleando sustrato estéril (Peatmoss ™) en cada uno
de los viales, se sembrara en forma individual una semilla de los matenales de trigo duro y harinero. con 10
repeticiones para cada material El ensayo se realizara en el laboratorio. en camara bioclimatica bajo condiciones de
20 + 2 "C, Humedad Relativa 70% y Fotoperiodo. 14 10 h L O respectivamente Cuando las plantulas se encuentren
en la etapa de segunda hoja expandida, se ubicaran formando un circulo con la segunda hoja dingida hacia el centro
del mismo y, en el medio, se colocara una cantidad determinada de afidos adultos apteros (100). equivalentes a 10
afidos por planta. Evaluacion a las 24 horas se registrara el numero de adultos presentes en cada uno de los
materiales evaluados, este ensayo sera realizado en condiciones de obscuridad para evitar que la luz influya en la
seleccion de las plantas por los afidos

A partir de los resultados obtenidos en esta actividad se elegiran matenales para llevar a cabo los ensayos de
Antibiosis, dada su complejidad, se seleccionaran aquellos mateniales con mayor y menor numero de pulgones
presentes, como indicador de materiales resistentes y susceptibles

Prueba de antibiosis.

Para esta prueba se seleccionaran al menos 5 matenales de trigo duro y 5 de harinero del screening de libre
seleccion, se considerara cada variedad como un tratamiento con 4 repeticiocnes en macetas de 2 L conteniendo

| sustrato esteril (Peatmoss ™). En cada matenal de trigo, en una hoja verdadera se colocaran dos hembras adultas de

S graminum, los cuales se retiraran al momento de emerger la primera ninfa (F1) y a partir de esta se continuara la
evaluacion, registrando el crecimiento diario hasta su reproduccion y termino del ciclo de vida. Las variables a evaluar
seran’ mortalidad y sobrevivencia, ademas en esta ultima la descendencia nueva (F2) la cual se removera al
momento de su registro y se determinara la Longevidad (L= Periodo entre el nacimiento y muerte de una hembra

| expresado en dias) y Fecundidad (F= Numero total de ninfas nacidas por hembra) con estos datos se calculara la tasa
intrinseca de incremento poblacional {rm= In Md x 0,738)/d) La rm es una estimacion del incremento poblacional en un |
ambiente Ilmitado en donde d es el periocdo gue media entre el nacimiento de una hembra hasta el de su primera '
| descendencia (también podriamos llamario longitud del ciclo de vida inmadura del insecto) y Md es el numero de |
ninfas producidas por hembra en un tiempo igual a d La constante 0,738 es la pendiente media de regresion de Md :

sobre d para cuatro especies de afidos

Analisis bioquimico.

Al momento del ensayo de antibiosis se llevara a cabo la determinacion de compuestos fitoquimicos para esto se |
dejaran plantas sin infestar (control) y plantas con diferentes niveles de infestacion por afidos de las cuales se tomaran |
muestras de tejidos y con estas se determinara la cantidad de Clorofila, Peroxidasa, Polifenoxidasa y componentes |

fenolicos, ya que se ha reportado que estos compuestos inhiben el desarrollo de los afidos La determinacion de estos
componentes se realizara siguiendo el metodo propuesto por Yedidia et al. (1999). El cual consiste en analizar dichos
compuestos con el uso de un espectrofotometro a 610 nm con fenol rojo como substrato, la reaccion completa de la

mezcla (1 ml, 37°C) contendra 10 a 20 ml de la preparacion cruda de la enzima, 50 ml de 0 2% (wt/vol) fenol rojo y 50 ‘

mM de citrato de sodio (pH 4 2) Las reacciones seran iniciadas con 10 ml de hidroxido de sodio a 1 mM y se
detendran a 610 nm La absorbancia sera registrada a 610 nm y calculada con el coeficiente de extincion molar de
22,000 M21 cm 21 por el producto oxidado, la actividad de la peroxidasa sera expresada en miimoles de fenol rojo

| oxidado por gramo de tejdo fresco por minuto

] Ensayos de campo.

La evaluacion se desarrollara en las instalaciones del Campo Experimental Norman E Borlaug (CENEB) en Cd

Obregon, Sonora, México Ubicado en las coordenadas 27722710 42° N 109653928 O 41 MSNM Se estableceran |

los materiales seleccionados (10 variedades) en la prueba de libre seleccion, los cuales se sembraran en la ultima

5
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quincena de diciembre de 2018 para buscar infestaciones naturales de afidos. los materiales se sembraran en un
diseno de bloques al azar en parcelas de cuatro surcos a 80 cm de separacion por 6 metros de largo con tratamientos
y cuatro repeticiones y un testigo absoluto (libre de afidos) El manejo agronomico del cultivo que se realice en el
ensayo sera el recomendado por el INIFAP en la region (Cortés et al  2011)

La cosecha sera manual y sera llevada a cabo durante el mes de mayo de 2019 Las variables a evaluar en esta
prueba seran: Fecha de inicio de infestacion, numero de afidos por planta, espigas por m2, granos por espiga, peso de
1000 granos. peso hectalitrico, y porcentaje de panza blanca (Moreno et al 2010) los resultados de esta evaluacion
seran analizados estadisticamente mediante analisis de varianza y comparaciones de medias con ayuda del programa
SAS (SAS, 2002)

Extraccion de ADN y PCR.

Para la extraccion de ADN del cultivo de trigo se utilizara el método propuesto por Velarde et al. (2015). El cual
consiste en: tomar muestras del tejido del cultivo y macerarlas en un martero con pistilo de porcelana previamente
estenlizado y enfriado a -70 °C, al cual se agregara 1 mL de amortiguador de extraccion el cual contiene NaCl 500
mM, EDTA 50 mM y Tnis Base 200 mM (pH 8 5) El producto de la maceracion se colocara en tubos estériles de 15
mL Enseguida se afadira a la muestra 100 pL de CTAB al 10% y 250 pL de NaCl 5M incubandose a 65 °C durante 30
min y posteriormente se centrifugara La solucion acuosa sera lavada con un volumen de cloroformo y precipitada con
! Isopropanol absoluto frio. finalmente la pastilla de ADN obtenida de los diferentes aislamientos se re-suspendera en 50
| L de agua libre de nucleasas y se almacenara a 4 °C

CTCGGCATTCCTGCTGAACCGCTCTTCCGATCT-3'). El cual sera alineado con el primer especifico de la enzima
Msel (5-TAAGATCGGAAGAGCGGGGACTTTAAGC-3). Dicho alineado se hara con ayuda de un termociclador
usando un buffer de 100 mM Tris-HCI y 500 mM de NaCL la temperatura se reducira de 95 a 30 °C en 65 ciclos a una
tasa de 1 "C/min (Crespo et al . 2014)

Se seleccionaran segmentos especificos del ADN procedentes del trigo usando los Primers (5'-|

Cronograma de Actividades para el 2018-2020

Actividad por realizar (2018) e [F [m [Aa [m [u JuJAa s Jo [N [D
Revision de literatura R X EIESEIESEIEAESESERREAES
Obtencion y cultivo de germoplasma X | X | X X AJX| XXX ]| X X ]| X
Caracterizacion morfologica de materiales” ® | X X X A | & |
Recolecta y reproduccion de pulgones* I x | % X | X x| R KR X | X
i Pruebas de libre seieccxé_n (_Antlxe_‘nqsm)’ | >< | X __*____X_L_ >_<_+_ X | X y 1 |

| Prueba de antibiosis” | X [ X [ X ] X ] X | X | ' ’ .

| Analsis bioguimico” | X _ b I . ¢ | X X X | x JL,,LJ, ; 7x7$7 7
Ensayos de campo™ IR AR AR AE A ERE AR A
Extraccion de ADN y PCR™ oL | X [ X [ X[ X [ X[ X[ X[ X]x[x]

| Analisis de resultados™™ ‘ ' X X O [ SR < S XX | X

| Analisis estadistico de los resultados™** 1 XXX [ X[ X[ X|X[X|[X]X
Redaccion de informes/articulos cientificos*** \ [ X XXX X[ X[ X[ X[ X|E
*Se realizara en 2018 y 2019 **Se realizara en 2018, 2019 2020
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Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018

Actividad por realizar (2018) [E [F [M TA ™M [UJJJATJS JO [N [D
Obtencion y cultivo de germoplasma ' 5%
Caracterizacion morfologica de materiales® i 20% S
Recolecta y reproduccion de pulgones® ‘7777 T 0% T
| Pruebas de libre seleccion (Antixenosis)* ' T 10% [ |
Prueba de antibiosis® \ 10% L ’ ' J N E B
Analisis bioguimico® 1 ) 0% |
Ensayos de campo*** [ 1 . 15%
Extraccion de ADN y PCR* ] 20% N
Duracion total del proyecto e
|Afo de Inicio [ 2018 _ [ Ao estimado de conclusion | 2020 i

5 -Productos Esperados
« Generar al menos 3 articulos cientificos para su publicacion nacional o internacional (Al menos uno en 2018)
* Generar 2 notas de investigacion (Al menos una en 2018)
» Generar una tesis de Postgrado (Doctorado en Ciencias en Parasitologia Agricola)
» Generar 2 tesis de Licenciatura
e Generar un Informe Técnico
* Presentar resultados en congresos nacionales e internacionales
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