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1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Identificacion y cuantificacion de compuestos volatiles en plantas de papa infestadas | 160,000.00
con Bactericera cockerelli Sulc

2 .- Introduccion

La papa (Solanum tuberosum L.) es una planta herbacea anual que puede alcanzar un metro de
altura y produce tubérculos ricos en almidén. En México ocupa el quinto lugar en importancia
alimenticia, después del maiz, frijol, arroz y trigo con un consumo per capita de 16 kg (SIAP, 2014).
En nuestro pais la produccion anual es de 1,678,833.03 ton/afio con una superficie sembrada de
61,454.34 has. Siendo los principales estados productores Sonora, Sinaloa, Veracruz, Puebla,
Edo. de México y Nuevo Ledn, aportando un 75% aproximadamente de la produccién nacional
(SIAP, 2014). Este cultivo es importante, ademas de -su valor nutricional demanda una gran
cantidad de jornales de trabajo durante la siembra, cosecha, comercializacion y demas actividades
relacionadas con su produccion (CONPAPA, 2015). La produccién del cultivo de papa se ve
afectado por diferentes limitantes, tales como los costos de produccion elevados que oscilan entre
los 180-200 mil pesos por hectarea (SAGARPA, 2013) ademas de las diferentes plagas en las que
se encuentra Bactericera cockerelli, insecto vector de la bacteria “Candidatus Liberibacter
solanacearum” (Calso) (Hansen et al, 2008). Las plantas infectadas con Calso producen
tubérculos con rayas color café, que al memento del freido se tornan de color mas oscuro
(Munyaneza et al, 2008). Esta enfermedad ha causado pérdidas de millones de délares a la
industria y en campo danos de 80%-100% (Flores et al., 2004). El control de CalLso depende
directamente del manejo que se le dé a su insecto vector, el control quimico es el mas usado, es
caro y reduce las poblaciones de enemigos naturales ademas de que puede generar resistencia
del insecto al ingrediente activo (Gharalari et al., 2009; Liu y Trumble, 2007). En control biolégico
se ha reportado el uso de insectos depredadores y parasitoides (O Conell et al., 2012; Pugh, 2013;
Hoddle y Pandey, 2014; Yefremova et al., 2014; Burckhardt y Ouvrard, 2012). El uso de
semioquimicos es otra alternativa para el control de B. cockerelli, estos compuestos organicos
volatiles (COVs) modifican el comportamiento del insecto (Reddy y Guerrero, 2004). Otra de las
funciones que tienen los COVs es la atraccion de insectos parasitoides y/o depredadores,
comunicacion entre plantas, activacion de genes de defensa y actividad microbiana (Reddy y
Guerrero, 2004; Furstenberg-Hagg et al.,, 2013). En México son pocos los trabajos realizados
sobre COVs en la interaccion planta-insecto (Contreras, 2011). Por lo cual el objetivo de este
trabajo es identificar y cuantificar los COVs emitidos en la interaccion planta-insecto y planta-
insecto-bacteria y buscar si algin COV encontrado en esta interaccién causa la atracciéon de B.
cockerelli y algunos de sus insectos parasitoides y/o depredadores de esta plaga.

Obijetivos

Objetivo general

» Identificar y cuantificar compuestos volatiles emitidos por plantas de papa (Solanum tuberosum L.) infestadas
con B. cockerelli Sulc

Objetivos especificos

1. Identificar los compuestos volatiles en plantas de papa infestadas con B. cockerelli y en plantas no infestadas
mediante el sistema microextraccion en fase sdlida (SPME);
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2. Obtener mediante técnicas cromatograficas (cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS)) el perfil de compuestos volatiles emitidos y exclusivos de plantas infestadas con B. cockerelli,

3. Identificar compuestos voldtiles responsables de la atraccion de Tamarixia friozae mediante ensayos de
preferencia. '

Hipotesis

» La infestacion con Bactericera cockerelii en plantas de papa (Solanum tuberosum L.) permitira la liberacion de
compuestos volatiles como defensa y a su vez funcionaran como atrayentes de Tamarixia triozae.

3.-Revisién de Literatura

China se ha convertido en el primer productor de papa (Solanum tuberosum L.) al producir
88,350,220 tons, el segundo pais productor es India con 42,339,400 tons, mientras que el tercero
es Rusia con 32,681,500 tons, el 4° Ucrania y 5° lugar Estados (FAO, 2012). La papa es una de
las principales hortalizas que se producen en Mexico; ocupando el 5° lugar en cuanto a su
consumo a nivel nacional. Por su valor nutritivo y energético lo hace un alimento basico y
necesario en la dieta de los mexicanos. Su cultivo y las diversas labores que involucra, representa
una gran importancia econémica y social para 77,800 familias que dependen directamente y
alrededor de 8,700 productores que estan involucrados en la produccién (CONPAPA, 2013). El
cultivo de este tubérculo se realiza actualmente en 22 estados de la Republica Mexicana durante
todo el ano, siendo los seis principales estados productores: Sonora, Sinaloa, Veracruz, Puebla, el
estado de México y Nuevo Ledn; con 391 627.89, 295 115.00, 174 238.25, 171 044.58, 141 279.39
y 110 403.5 tons respectivamente. El estado de Coahuila se ubica en el lugar 14 con 17 467. 76
tons (SIAP, 2014).

La produccion de papa esta influenciada por numerosos factores ambientales. Su desarrollo puede
estar afectado por la falta de agua, nutrientes y por la presencia de plagas y enfermedades lo cual
provoca la disminucion en el rendimiento y la calidad de los tubérculos.

Los principales problemas fitosanitarios a los que se enfrenta la produccidn de papa son
principalmente Phytophthora infestans, Ralstonia solanacearum, Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus y “Candidatus Liberibacter solanacearum” (CalLso). Esta bacteria es transmitida por
Bactericera cockerelli Sulc o pulgon saltador, considerandose una plaga de suma importancia al
ser vector de la misma (CONPAPA, 2013). Liefting y colaboradores (2009) reportaron que
“Candidatus Liberibacter solanacearum” causo peérdidas de millones de ddlares en invernaderos
comerciales de tomate en Nueva Zelanda. Asi mismo se ha encontrado afectando cultivos de
zanahoria (Munyaneza et al., 2010).

La alimentacion de B. cockerelli produce amarillamiento de las hojas, entrenudos cortos y gruesos,
retraso del crecimiento de las plantas y tamafio reducido del tubérculo (Nachappa et al., 2012).
Este dafio directo se relaciona con una toxina salival. Sin embargo, a la fecha no se ha logrado
aislar dicha toxina (Rubio et al., 2011). B. cockerelli también causa dainos indirectos al transmitir
procariontes, fitoplasmas y recientemente Calso (Garzdn et al,, 1992; Secor y Rivera, 2009;
Liefting et al., 2009b). Los sintomas del amarillamiento causado por la alimentacion del psilido se
ven agravados con Calso al consumir nutrientes de la planta y provocar el debilitamiento de la
misma. El periodo de incubacién de Calso es de hasta 24 horas y un tiempo de transmision
promedio de 15 minutos. La edad fisiologica del vector no es limitante para transmitir Calso. En
ninfas de B. cockerelli se necesitan 15 min para su adquisicion y 30 min en adultos (Garzén, 2005).
Casteel (2012) reporta una eficiencia de transmision del 100 % en todos los estadios ninfales de B.
cockerelli y un 78 % en adultos. ’
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Los campos infectados con Calso reducen la calidad del producto y valor comercial debido al
manchado del tubérculo, causando pérdidas millonarias a la industria de la papa (Secor y Rivera-
Varas 2004), abandono de los campos de siembra por la merma en la produccion y calidad del
cultivo, que pueden alcanzar hasta el 100% (Flores et al., 2004).

El control de Calso depende de las técnicas de manejo de B. cockerelli, el cual se basa en el uso
de insecticidas quimicos (Liu y Trumble 2005; Goolsby et al., 2007: Gharali et al., 2009). Los
ingredientes activos mas comunes vy utilizados para el control de B. cockerelli son: Thiamethoxam,
Thiacloprid, Imidacloprid, Cyfluthrin, Methamidophos, Endosulfan, Spirotetramat, Spinosad.
(CONPAPA, 2013; Bayer de México, 2015). Estos insecticidas son de gran utilidad en programas
de manejo contra el psilido de la papa.

El manejo fitosanitario con el uso de productos quimicos aumenta los costos de produccion
alrededor de 200,000.00 pesos por ha, realizando de 30-70 aplicaciones de insecticidas por ciclo
del cultivo (comunicaciéon personal). El uso excesivo de ingredientes quimicos reduce las
poblaciones de enemigos naturales y desarro!lo de resistencia del msecto al insecticida (Liu y
Trumble 2007).

Hongos entomopatdgenos, jabones agrlcolas reguladores de crecimiento de msectos insecticidas
botanicos y aceites minerales de plantas; es otra tactica de manejo que se incluye en los
insecticidas biorracionales (CONPAPA, 2013). Azufre en polvo y sales potasicas de acidos grasos
(jabones insecticidas al 2%) pueden ser (tiles contra ninfas, pero el control es poco confiable
(Bujanos ef al., 2005; Cranshaw, 2007).

El uso de aceites esenciales ha demostrado ser Util en el control de algunas plagas, al tener efecto
de repelencia (Adorjan y Buchbauer 2010; Nerio et al., 2010). Algunas sustancias involucradas en
las interacciones quimicas entre los organismos como los semioquimicos (feromonas vy
aleloquimicos) han tenido un uso dentro de la agricultura. Las plantas atacadas por insectos
fitofagos son fuentes emisoras de semioquimicos, también llamados compuestos organicos
volatiles organicos (COVs). Estos volatiles producidos por plantas pueden influenciar en
comportamiento y la fisiologia de los insectos al interactuar con las feromonas que emplean para
comunicarse. Los volatiles vegetales pueden inducir la produccion o liberacion de feromonas en
algunos insectos y a menudo sinergizar o aumentar sus respuestas sexuales; 0. se pueden
provocar efectos inhibitorios o repelentes que interrumpan la respuesta de los insectos a estos
infoquimicos (Reddy y Guerrero, 2004).

Se han realizado algunos trabajos de interaccion de compuestos volatiles con feromonas, los
insectos son atraidos hacia la fuente de olor y causa una disrupcion en el comportamiento del
mismo (Jaffé et al., 1993; Dickens, 1989; Dickens et al., 1990). En pruebas de repelencia se ha
encontrado que algunos compuestos volatiles interrumpen la respuesta sensitiva hacia el insecto y
evita que encuentre a su hospedero (Dickens ef al., 1992).

The Pherobase: Database of Pheromones and Semiochemicals reporta 6500 compuestos
semioquimicos en mas de 7500 especies (El-Sayed, 2014). Consistiendo primeramente en
aldehidos de 6 carbonos, alcoholes, esteres y varios terpenoides que son liberados de flores,
partes vegetativas o raices (Dudareva et al., 2006; Pichersky et al., 2006). El tema de los volatiles
ha sido debatido durante mucho tiempo, como las concentraciones usadas en laboratorio exceden
las que estan presentes de forma natural. Se desconoce que receptores los reconocen en las
plantas (Schmelz et al., 2009). Los volatiles identificados tienden a estar en altas concentraciones
en las hojas que en las raices. Una de las razones pudiera ser que no se transportan o difunden a
través del suelo (Erb et al.,, 2012).

La preferencia de alimentacion de algunos insectos por la emisién de los compuestos volatiles se
5
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ve afectada, prefiiendo alimentarse de una planta atacada por ellos mismos que por una planta
sana. El comportamiento de estos insectos puede ayudar a evitar la diseminacion de
enfermedades que son transmitidas por insectos vectores (Esther et al., 2007). La oviposicion se
ve afectada cuando las plantas emiten compuestos volatiles, cambiando el lugar de postura de
huevos de-los insectos (Bosa et al.,, 2011). Los diferentes usos que se le pueden dar a los
compuestos volatiles dentro del agro pudieran ser como repelentes de insectos plaga, atrayentes
de enemigos naturales (parasitoides/depredadores), atrayentes de insectos benéficos como abejas
y abejorros que ayudarian a una mejor polinizacion, activadores de genes de defensa contra
insectos y otros patégenos (Esther ef al, 2007; Marin-Loaiza y Céspedes, 2007). Por todo lo
anterior, se requiere generar mas informacion sobre la emisién de compuestos volatiles de las
plantas con los diferentes tipos de insectos plagas y niveles troficos, para entender mejor la
interaccion planta-insecto.

4.- Procedimiento Experimental

Localizacion. El sitio de experimentacion estara localizado en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en el
Departamento de Parasitologia. : :

Material Vegetal. Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizaran mini-tubérculos de papa (Solanum
tuberosum L.) variedad Agata libres de “Candidatus Liberibacter solanacearum” (CalLso).

Obtencion de psilidos. La colonia de psilidos (Bactericera cockerelli Sulc) infectados con Calso sera proporcionada
por el Laboratorio de Parasitologia Molecular perteneciente al mismo departamento. Los psilidos libres de Calso
seran colectados en la regidon. Las colonias de psilidos (infectados y libres de Calso) se mantendran en invernadero
para su reproduccion.

Siembra: Los minitubérculos seran sembrados en macetas con capacidad de 3 kg, con una mezcla de sustrato para
germinacién (Peat Moss), vermiculita y perlita, en relacion 4:3:1. Las macetas seran puestas en una camara
bioclimaticaa 23 °C + 2 °C con un fotoperiodo de 14:10 L/O.

Tratamientos: Los tratamientos a evaluar seran: plantas libres de psilidos (Testigo), plantas con psilidos libres de
Cal.so (Tratamiento 1) y plantas con psilidos infectados con Calso (Tratamiento 3). Cada tratamiento constara de 5
repeticiones como minimo. Los diferentes periodos de infestacion con psilidos se aplicaran en cada tratamiento.

Infestacién: La densidad de psilidos sobre las plantas de papa sera similar a las encontradas en campo (100-150). Se
dejaran que se alimenten de las plantas por diferentes periodos de tiempo (1, 2 y 3 h). La infestacion se hara en un
medio cerrado (cajas de vidrio o acrilico) para evitar el escape de los compuestos volatiles. La realizacion de cada
tratamiento se hara por separado, para evitar mezclas de compuestos de los otros tratamientos.

Colecta de compuestos volatiles: Las plantas de papa en etapa vegetativa seran puestas en cajas de vidrio o
acrilico con tapa que cierren herméticamente. Las cajas serdn adecuadas al tamafio de la planta. En la parte superior
de la caja se colocara una fibra de polidimetilsiloxano para que absorba los COVs emitidos por la planta de forma
natural, por la interaccién planta-insecto e interaccion planta-insecto-bacteria. La colecta se realizard2 05,1, 1.5y 2h
utilizando el sistema de microextraccion en fase solida (SPME por sus siglas en inglés) mediante el uso de la fibra de
polidimetilsiloxano.

Prueba de preferencia: Se realizara en un medio cerrado utilizando un tubo de vidrio en forma de “Y”. Un namero
conocido de psilidos seran puestos en un extremo del tubo y en los otros dos extremos se pondran plantas de papa,
tomate y chile libre e infectadas de Calso (Montano y Trumble, 2012).

Prueba de olfatémetro con T. triozae: Se utilizara un tubo de vidrio en forma de “Y". En un extremo sera liberado un
nimero conocido de T. triozae, en los otros dos extremos se pondran los compuestos volatiles que tengan mayor
presencia en la identificacién previa en el cromatégrafo de gases (Montano y Trumble, 2012; Davidson et al., 2014).
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Analisis estadistico: Los resultados obtenidos en los experimentos de prueba de preferencia y prueba de olfatdmetro
se someteran a un disefic completamente al azar y comparaciéon entre medias con una prueba de Tukey (P<0.05)
utilizando el paquete estadistico SAS.

EVALUACION

Identificacion de compuestos volatiles: La identificacion de compuestos volatiles emitides por plantas de papa
libres e infestadas con B. cockerelli se realizard en un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas
(GC-MS), en el cual se colocara la fibra de polidimetilsiloxano.

Cuantificacion de compuestos volatiles: Una vez obtenido el perfil de VOCs, se realizara la cuantificacién de los
mismos, con el uso de estandares quimicos en un GC-MS, se leerd el area bajo la curva.

Prueba de preferencia: Se contara el porcentaje de psilidos atraidos hacia las aiferentes plantas (papa, tomate y
chile).

Prueba de olfatometro con T. triozae: Se contara el numero de insectos parasitoides atraidos hacia los diferentes
compuestos volatiles identificados con en GC-MS (Martini ef al., 2014; Davidson et al., 2014).

Analisis estadistico: Los resultacos cbteniacs en los experimentos de prueba ae preferencia y prueba ae olfatometro
se someteran a un disefo completamente al azar y comparacion entre medias con una prueba de Tukey (P=0.05),
utilizando el paguete estadistico SAS.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar IE JFim A M |J]J ]Aa |8 |O N B

Colecta de Compuestos Organicos Volatiles en papa | X | X | X X ' X
infestadas con diferentes nimerc de adultos de | ‘ |
Bactericera cockerelli |

Obtencién de perfil de Compuestos Volatiles [ X [ X |X |[X |[X

Cuantificaciéon de Compuestos Volatiles X | X | X

Pruebas de preferencia de B cockera/ll 2n diferentes X | X |
especies de solanaceas |

Prueba de olfatometro con los diferentes Compuestos X | X
Volatiles Tl 0B S |

Prueba de electrozntenograiiz con ios diferentes | X | X

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

TE 1
| F

Actividad por realizar M la M 13 1d |Aa |8 jo THE

\

|
Colecta de Compuestos Organicos Volatiles en | 6.256 % ; ; - ,
papa infestadas con diferentes numero de adultos | ‘
de Bactericera cockerelli |

Obtencién de perfil de Compuestos Volatiles 18.75% \

Cuantificacion de Compuestos Volatiles ‘ ! 31.25% |

Pruebas de preferencia de B cockerelli en | 3. 12500
diferentes especies de solanaceas

Prueba de olfatometro con los diferentes 'i
Compuestos Volatiles i

\
| ?- 6.375%

Prueba de electroantenografia con los diferentes ‘| ‘ ‘ 5 31.25%
Compuestos Volatiles |
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Duracion total del proyecto

| Afo de Inicio - | 2016 | Afo estimado de conclusién [ 2018

5.-Productos Esperados

Generar dos articulos cientificos para su publicacion

Generar tesis de Licenciatura

Generar tesis de Doctorado en Ciencias

Presentar resultados en congresos nacionales y/o internacionales
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