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RESUMEN

La relacion simbiotica entre escarabajos descortezadores y sus hongos asociados ha
sido un tema de importancia mundial ampliamente estudiado en areas forestales; sin
embargo, recientemente ha despertado un interés muy especial el estudio de los
escarabajos de los géneros Xyleborus, Xylosandrus y Euwallacea y sus hongos
ambrosiales; estos escarabajos han desarrollado una estructura especializada similar a
un saco (micangio) para la transmision del simbionte flngico y la dispersién en arboles
hospedantes, también pueden introducir hongos fitopatégenos en ambientes naturales
y areas cultivadas. Tomando en cuenta esta informacion, los objetivos del presente
trabajo fueron tipificar el micangio mesonotal de Xylosandrus curtulus, caracterizar
molecularmente a la especie, aislar los hongos asociados a este escolitido y verificar la
patogenicidad de las cepas mediante los Postulados de Koch, en plantas de aguacate
Hass bajo condiciones de invernadero. El estudio se realiz0 en escarabajos
ambrosiales colectados en 2019 en un huerto comercial de aguacate Hass, mediante
trampeo con etanol y agua destilada como medio de colecta, en Ziracuaretiro,
Michoacén. Los escarabajos se preservaron en agua destilada y bajo condiciones de -5
°C para mantener hidratados los tejidos y areas membranosas. Se colectaron 76
hembras y la especie se determind con claves taxonémicas y mediante un analisis
molecular que corroboré la identidad de Xylosandrus curtulus, ademas se generé un
arbol filogenético que muestra su polifilia, e indica la cercania con otros géneros de
escarabajos ambrosiales de la tribu Xyleborini. El micangio de este escolitido consiste
en un par de sacos oblongos, hialinos y membranosos, embebidos en la cavidad del
mesotorax y funciona como una estructura de almacenaje de simbiontes flngicos, los
cuales han sido los mas estudiados por su impacto en areas forestales. También se
contribuyd con cuatro secuencias de ADN de esta especie de escolitido, debido a que
no existen registros de ésta en la base de datos del NCBI Genbank. En el aislamiento
de patdgenos, se sembraron 40 insectos disectados en camara hiumeda y medio Agar
Spezieller Nahrstoffarmer; se obtuvieron cepas de Geosmithia pallida, Purpureocillium
lilacinum, Trichoderma asperellum, Curvularia lunata, Cladosporium anthropophilum vy
Stilbocrea gracilipes. Se reporta por primera vez a Geosmithia pallida como hongo
simbionte de X. curtulus. De las cepas fungicas, Curvularia lunata se registra por
primera vez como patogénica en plantas de aguacate Hass. Las pruebas de
patogenicidad deben establecerse minimo durante cuatro meses para el re-aislamiento
de las cepas fungicas ambrosiales en hospederos silvestres y aguacate Hass debido a



su lento crecimiento. El hallazgo de Citrobacter murliniae, es un antecedente para
estudiar asociaciones de microbiota de escarabajos ambrosiales.

Palabras clave: aguacate, trampeo, agua destilada, sacos, Geosmithia pallida,
Curvularia lunata.
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ABSTRACT

The symbiotic relationship between bark beetles and their associated fungi has been a
topic of worldwide importance, widely studied in forest areas; however, recently the
study of beetles of the genera Xyleborus, Xylosandrus, and Euwallacea and their
ambrosial fungi has aroused a very special interest. These beetles have developed a
specialized structure similar to a sack (mycangium) for the transmission of fungal
symbiont and posterior dispersion in host trees; they can also introduce
phytopathogenic fungi into natural environments and cultivated areas. Taking this
information into account, the objectives of this work were to typify the mesonotal
mycangium of Xylosandrus curtulus and molecular characterization of the species. The
study was carried out in ambrosial beetles collected in 2019 in a commercial Hass
avocado orchard, by trapping with ethanol and distilled water as a collection medium, in
Ziracuaretiro, Michoacan. The beetles were preserved in distilled water and under
conditions of -5 ° C to keep the tissues and membrane areas hydrated. In total 76
females were collected and the species was determined with the taxonomic keys and
through a molecular analysis, in this way the identity of Xylosandrus curtulus was
corroborated; in addition a phylogenetic tree was generated that shows its polyphilia,
and indicates the proximity with other genera of ambrosial beetles of the Xyleborini
tribe. The mycangium of this scolitid consists of a pair of oblong, hyaline and
membranous sacs, embedded in the cavity of the mesothorax and functions as a
storage structure of fungal symbionts, which have been the most studied for their impact
on forest areas. In addition, it was contributed with four DNA sequences of this scolitid
species, because there are not records of it in the NCBI Genbank database. In the
isolation of pathogens, 40 dissected insects were seeded in a humid chamber and
medium Spezieller Nahrstoffarmer Agar; strains of Geosmithia pallida, Purpureocillium
lilacinum, Trichoderma asperellum, Curvularia lunata, Cladosporium anthropophilum,
and Stilbocrea gracilipes were obtained. Geosmithia pallida is the first reported as a X.
curtulus symbiote fungus. Of the fungal strains, Curvularia lunata is the first recorded as
a pathogen in Hass avocado plants. Pathogenicity tests should be established for at
least four months for the re-isolation of ambrosial fungal strains in wild hosts and Hass
avocado due to their slow growth. The finding of Citrobacter murliniae is a background
to study microbiota associations of ambrosial beetles.

Key words: avocado, trapping, distilled water, sacks, Geosmithia pallida, Curvularia
lunata.
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.  INTRODUCCION

La relacion simbiotica entre escarabajos descortezadores y sus hongos asociados ha
sido ampliamente estudiada debido a su importancia mundial en areas forestales. Sin
embargo, recientemente ha despertado un interés muy especial los escarabajos
ambrosiales y sus hongos ambrosiales, enfocados principalmente a dos géneros,
Xyleborus spp. y Euwallacea spp. En ese sentido, en la Unidon Europea se realizé el
estado del arte de los escarabajos ambrosiales del género Xylosandrus, por
considerarlos un riesgo en viveros forestales y en el comercio de plantas, por esta
razén de 2014 a 2017 se incluyeron sitios de inspeccion en Espafia, Francia e Italia
(Vannini et al., 2018); asimismo, en Estados Unidos las investigaciones estan
enfocadas a topicos de evolucion ecoldgica, patogenicidad y manejo, incluyendo a
Xylosandrus amputatus (Blandorf, 1894), X. compactus (Eichhoff, 1876), X.
crassiusculus (Motschulsky, 1866), X. discolor (Blandford, 1898) y X. germanus
(Blandorf, 1894). 1

En México, el escarabajo ambrosial Xylosandrus curtulus (Eichhoff,1869) se encuentra
ampliamente distribuido en los estados de Campeche, Chiapas, Colima, Hidalgo,
Jalisco, Morelos, Nayarit, Oaxaca, San Luis Potosi, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y
Yucatan (Atkinson, 2012).

Lazaro-Dzul (2019) reporté a Xylosandrus curtulus Eichhoff, como primer registro para
Michoacdn de trampas instaladas en huertas de aguacate. Siendo éste el principal
estado productor y exportador, con destinos como Estados Unidos de América, Union
Europea, paises asiaticos y arabes.

Los escarabajos ambrosiales han desarrollado una estructura especializada similar a
un saco (micangio) para la transmision del simbionte fungico para la dispersion en
arboles hospedantes (Batra, 1963).

El riesgo con estos insectos es que puedan introducir hongos fitopatdgenos en
ambientes naturales y areas cultivadas como sucede con Raffaelea lauricola asociada
a Xyleborus glabratus (O’'Donnell et al., 2015), ambos amenazando el cultivo de
aguacate en la costa este de Estados Unidos de América. Los resultados del estudio
del estado del arte, muestran que algunos hongos asociados a Xylosandrus spp. son



patogénicos, por ende, si se establecieran en areas naturales, los dafios podrian ser
catastroficos (Vannini et al., 2018).

Por otro lado, Li et al. (2018) sefialan que el clado filogenético Xylosandrus presenta
cambios en la ubicacion morfoldgica y la plasticidad de los micangios, por lo que es
necesario que se realicen trabajos de investigacion que permitan esclarecer a nivel de
cada especie el papel que juegan los micangios en el transporte de esporas o micelio
de hongos ambrosiales, patogénicos o saproéfitos; tomando en cuenta esta informacion,
a continuacion, se plantean los siguientes objetivos.

II.  OBJETIVOS

e Caracterizacion taxonémica y molecular del escarabajo ambrosial Xylosandrus
curtulus Eichhoft.

e Tipificacibn de micangio mesonotal en el escarabajo ambrosial Xylosandrus
curtulus Eichhoft.

e Aislar y purificar los hongos asociados al escarabajo ambrosial Xylosandrus
curtulus Eichhoff, colectado éste en un huerto comercial de aguacate en
Ziracuaretiro, Michoacan, México.

e Determinar patogenicidad de las cepas aisladas mediante los Postulados de
Koch, en plantas de aguacate Hass bajo condiciones de invernadero.

. REVISION DE LITERATURA

Atkinson (2012) refiere que dentro de los Scolytinae existe una gran diversidad
biologica en cuanto a habitos alimenticios: fle6fagos (descortezadores), xilomicetéfagos
(ambrosiales), mieléfagos (médulas), xil6fagos (madera), herbifagos (herbaceas) y
espermatéfagos (semillas).

En un estudio realizado en el sureste de México, Atkinson y Equihua (1986) concluyen
gque el grado de especificidad del huésped estad relacionado con el héabito de
alimentacion. También indicaron que la xilomicetofagia es una respuesta a la alta
humedad. Por lo tanto, la combinacion de calor y humedad alta en los bosques
lluviosos tropicales presenta condiciones favorables para el crecimiento de hongos. De



hecho, los Scolytidae y Platypodidae que se han estudiado parecen estar asociados
con hongos, incluso especies de fle6fagas.

Es probable que en un inicio el habito ambrosial surgiera en condiciones mas
favorables para el crecimiento de hongos que para el desarrollo de insectos; la
utilizacion de hongos como fuente primaria de alimento puede haber surgido de la
competencia entre escarabajos y microorganismos por el mismo sustrato. El hecho de
gue la xilomicetofagia haya evolucionado al menos ocho veces separadas de
antepasados fle6fagos en Scolytidae y Platypodidae apoya esta hipotesis (Atkinson y
Equihua, 1986).

Los escarabajos ambrosiales y sus hongos asociados tienen una relacion simbibética
mutualista. El hongo se beneficia del escarabajo ya que éste le brinda transporte hacia
nuevos hospederos y proteccion de las condiciones desfavorables, mientras que el
escarabajo se beneficia de los nutrientes que proporciona el hongo para su progenie
(Batra, 1963).

El bajo grado de especificidad del hospedero de los escarabajos ambrosiales ha sido
tema de discusion por varios autores y se debe en gran parte a que estos escarabajos
se alimentan de hongos en lugar de tejidos vegetales. Si se supone que los hongos son
menos restringidos por el hospedante que los escarabajos, esta asociacion simbiotica
permite una especificidad menor, pero no es la causa. En cualquier caso, el insecto aun
selecciona el hospedante. Parece que el cambio a xilomicetofagia permite una
disminucién en la especificidad, que luego esta determinada por la disponibilidad de
recursos (Atkinson y Equihua, 1986).

Los adultos xilomicet6fagos establecen sus galerias paternales en el xilema del
hospedero, pero no se alimentan de él. Ellos introducen y cultivan hongos
ectosimbidticos que transportan en estructuras morfologicas especializadas. Tanto los
adultos como las larvas se alimentan del hongo (ambrosia) que crece en las paredes
de sus tuneles. La gran mayoria de especies de escarabajos establece sus tuneles
dentro de la albura de ramas y troncos, aunque hay especies que hacen sus tuneles en
ramitas o tallos de plantulas. En general, los ambrosiales requieren una alta humedad
ambiental para su desarrollo y, por lo tanto, son mas numerosos en comunidades
vegetales 0 microambientes con mayor precipitacion. Su rigueza faunistica también



aumenta en las zonas tropicales. Por otra parte, a pesar de unas excepciones notables,
no demuestran especificidad respecto a especie de hospedero (Atkinson, 2012).

Wood (1982) indicé que la transmision de las esporas de sus glébulos de los hongos
simbidticos a su huésped no es un proceso mecanico simple. En muchos casos, las
esporas son incapaces de germinar hasta que hayan pasado un periodo definido de
maduracion, que puede incluir la proliferacién dentro del cuerpo del escarabajo. Como
se espera, en cualquier relacion mutualista que haya alcanzado este nivel de
dependencia existe el desarrollo de estructuras muy especializadas, al respecto los
escarabajos hayan desarrollado inflexiones de la pared del cuerpo en las cuales las
glandulas especiales descargan sus secreciones de nutrientes, donde las esporas
estan protegidas y preservadas.

Six (2003) define, en sentido estricto, al micangio como una invaginacion del
integumento revestido, con glandulas o células secretoras para la adquisicion o
transporte de hongos, asimismo establece un esquema para clasificar micangios por
funcion bioldgica y por su estructura:

1. Con estructura gruesa que transporta hongos; tales como fosas, sacos, Yy
cepillos setales; en los tres casos, con o sin glandulas.

2. Sin estructura que transporta hongos.

En la mayoria de los casos, las hembras adultas son portadoras de micangios y cuando
se encuentran en los dos sexos, las estructuras del macho no son funcionales; con
excepcion de cuando ellos inician la construccion de galerias (Batra, 1963; Six, 2003).

Desde una perspectiva filogenética y taxonémica, el micangio es una estructura
funcional importante, ya que se conserva en muchos grupos de Scolytinae, se ubica en
diferentes partes del cuerpo y se le puede asociar con la evolucion de la alimentacion
de hongos; es decir, cuenta la historia de la coevolucidon escarabajo-hongo (Hulcr &
Qiao-Zhe, 2013; Wood, 1982).

Los micangios han surgido de forma independiente varias veces en los Scolytidae,
subrayando la importancia de los hongos para este grupo de insectos. Aunque el tipo
de micangio es a menudo especifico del género, la presencia o el tipo de micangio
puede variar incluso dentro de un solo género (Six, 2003). Por otro lado, Huang et al.



(2018) indican que dentro de Scolytidae y Platypodidae, el cultivo de hongos
ambrosiales tiene mas de once origenes evolutivos independientes.

Los hongos ambrosiales son un conjunto ecolégico cultivado por los escarabajos
ambrosiales como fuente de nutrientes necesarias. Este mutualismo evolucion6 en
multiples linajes de escarabajos y hongos. La evolucion constante del habito ambrosial
representa una oportunidad Unica para estudiar patrones y procesos en organismos
gue pasan de estilos de vida libre e independientes a simbiontes mutualistas (Huang et
al., 2018). Sin. embargo, el estudio de los hongos simbiontes se ha realizado en menos
del 5% de las especies de escarabajos ambrosiales (Hulcr y Stelinski, 2017).

Usualmente, los escarabajos ambrosiales se asociaban con un Gnico hongo dominante
(Batra,1963). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que estas relaciones
simbidticas no son necesariamente uno a uno, encontrando que varias especies de
hongo pueden cohabitar en los micangios, tal y como lo indica Angel (2019); este
mismo autor refieren que los hongos simbiontes son transmitidos verticalmente de una
generacion a otra dentro de las galerias construidas en el xilema del hospedero; los
cuales crecen en las galerias construidas en el xilema del hospedero y son adquiridos
mediante la alimentacion de las nuevas generaciones. Sin embargo, también puede
ocurrir la transferencia horizontal en la cual un hongo simbionte puede ser adquirido por
diferentes especies de escarabajos.

Six (2003) sefalé que en varias simbiosis se ha encontrado que el insecto asociado
depende de los esteroles proporcionados por el hongo. Para el escarabajo ambrosial,
Xyleborus ferrugineus (Fabricius), requiere la presencia de un hongo asociado en su
dieta para la pupacion y la oviposicion de huevos viables, en tanto que Xyleborus
dispar (Fabricius) requiere de una especie de hongo relacionada al anterior para el
desarrollo de ovocitos, desarrollo larvario y la pupa. Para ambos escarabajos, el
ergosterol producido por sus hongos asociados es responsable de estos efectos.
También se encontraron resultados similares para Hypothenemus hampei (Ferrari), que
barrena y se alimenta de cerezas de café, pero no puede mudar o reproducirse sin
ergosterol de su hongo simbiético Fusarium solani.

En su mayoria, los hongos ambrosiales pertenecen al Phylum Ascomycota, subphylum
Pezizomycotina y en menor escala se asocian a levaduras que pertenecen al sub-
phylum Saccharomycotina (Ploetz et al., 2012).



Angel (2019) menciona que en Pezizomycotina se encuentran tres de los principales
ordenes de hongos asociados a escarabajos ambrosiales: Ophiostomatales, donde se
encuentra el género Raffaelea que es uno de los géneros mayormente asociado a
estos insectos; Microascales con el género Ambrosiella y los Hipocreales con el género
Geosmithia. De igual manera, en el sub-phylum Saccharomycotina se han identificado
especies en el orden de los Saccharomycetales con los géneros Pichia, Candida y
Ambrosiozyma, también asociados a escarabajos ambrosiales.

Li et al. (2018) indican que, en la actualidad el modelo para los estudios de la simbiosis
ambrosial contempla al género Xylosandrus, debido al impacto econémico y la alta
abundancia de algunas especies, pero también el hecho de que el micangio es
accesible y se pueden muestrear facilmente los hongos. Xylosandrus incluye alrededor
de 40 especies y pertenece a la tribu mas grande de escarabajos ambrosiales, los
Xyleborini. Xylosandrus y los siguientes cinco géneros: Anisandrus, Cnestus, Diuncus,
Eccoptopterus y Hadrodemius, representan un clado monofilético, caracterizado por el
micangio mesotoracico y por asociacion muy especifica con hongos del género
Ambrosiella.

Del estado del arte efectuado en la Unién Europea referente a Xylosandrus compactus,
se reporta a Ambrosiella xylebori y Fusarium solani como los aislamientos mas
frecuentes en especies de Xylosandrus spp. y otros escarabajos ambrosiales. Asi como
la interaccién novedosa entre X. compactus y Geosmithia pallida, hongo fitopatdgeno
exotico e invasor de viveros (Vannini et al., 2018).

De los estudios realizados por Li et al. (2018) referente a la variabilidad y ontongenia
del micangio de varias especies de Xylosandrus (X. amputatus, X. compactus, X.
crassiusculus, X. discolor y X. germanus), en los que se procesaron 181 muestras de
escarabajos de Estados Unidos y China, concluyeron que los micangios son 6rganos
dinamicos con cambios morfoldégicos considerables y variabilidad intraespecifica
dependiendo de las fases de la simbiosis y de la especie en cuestion.

Dentro de los micangios, no s6lo se albergan hongos, también estan presentes
bacterias que juegan un papel poco estudiado en el desarrollo y comportamiento del
escarabajo (Endoh et al. 2008; Six, 2003; Hulcr & Qiao-Zhe, 2012).



Hulcr & Qiao-Zhe (2012) analizaron la diversidad, composicion y especificidad de las
poblaciones bacterianas en los micangios de Dendroctonus frontalis, Xyleborus affinis,
Xyleborus bispinatus—ferrugineus, Xyleborus glabratus, Xylosandrus crassiusculus y
Xylosandrus germanus, concluyendo que el micangio de estas especies alberga
multiples bacterias de transmision vertical tales como Mycoplasmas y probablemente la
mayoria de éstas sean comensales, facultativas o parasitos.

Por lo general, las especies de Scolytidae pasan la mayor parte de su ciclo bioldgico
dentro de sus plantas hospederas. Al parecer, el Unico momento que estan fuera de
una hospedera es cuando estan en camino al préximo hospedero. La mayoria de las
especies son diurnas en sus habitos. Como consecuencia, la mayoria de las especies
de esta familia s6lo se encuentran por colectores conocedores del grupo (Atkinson,
2012).

Finalmente, a México se le considera como centro de origen del aguacate (Fam.
Lauraceae) y es el primer productor mundial con 1,549,000 toneladas, lider en
superficie sembrada y exportacion de aguacate a nivel mundial (SIAP, 2018). En el
panorama nacional, el estado de Michoacan es el mayor productor de aguacate, aporta
79% del total de la produccion anual. Le siguen en orden de importancia los estados de
México y Jalisco, con 5.9% y 5.5%, respectivamente (SIAP, 2018).

IV. MATERIALES Y METODOS
COLECTA

Se realiz6 un monitoreo del escarabajo ambrosial Xylosandrus curtulus (Eichhoff) del 2
al 8 de junio de 2019, el cual contemplé cuatro colectas, en el Huerto “La Ziranda 2”,
Ziracuaretiro, Michoacan (1,304 msnm, 19. 2400° N, 101.5456° W). El sitio de colecta
tiene una superficie de 3.5 ha, con arboles de aguacate de 10 afios de edad y diversos
frutales como nance (Byrsonima crassifolia L.), ciruelo (Spondias purpurea), durazno
(Prunus persica), mamey (Pouteria sapota), citricos (Citrus spp.), café (Coffea spp.),
mango (Mangifera indica L.), papaya (Carica papaya) y guayaba (Psidium guajava). El
clima predominante es célido subhiumedo con lluvias en verano y humedad media
(Lazaro-Dzul, 2019). El trampeo fue con etanol como atrayente especifico, técnica que
ya habia sido utilizada con éxito por Lazaro-Dzul (2019).



En el sitio de estudio se establecieron ocho trampas, que se colocaron a una altura de
1.60 m y distancia aproximada de 40 m (Figura 1). El arreglo de las trampas fue lineal,
las primeras dos revisiones fueron diarias y las dos siguientes, cada tercer dia.

Las trampas utilizadas fueron similares a las propuestas por Lazaro-Dzul (2019), se
elaboraron a base de botellas de PET con capacidad de 2 L, con una abertura lateral
de 11 x 10 cm, microtubos de 50 mL con agua destilada como medio de colecta; el
atrayente se colocé en la pared interna de la botella en microtubos de 14 mL; el agua
destilada se cambid en cada revision y se sujetaron al arbol con un gancho de alambre.
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Figura 1. A) Trampa colocada en el arbol de aguacate, B) Instalacion de la trampa.

Los especimenes capturados fueron separados del resto del material y se colocaron en
agua destilada en el laboratorio de Micologia Il de la Facultad de Agrobiologia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Después, en el laboratorio de
Taxonomia y Sistematica del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo, de la
cuarta colecta y ultima colecta se disectaron 40 especimenes, en dos regiones, la
anterior considerando cabeza y protérax con el primer par de patas y la posterior que
incluy6 mesotdrax, metatérax, abdomen y patas correspondientes; en total se
obtuvieron 80 porciones para las pruebas de laboratorio.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE PATOGENOS

En el laboratorio de Micologia del Departamento de Parasitologia Agricola de la
Universidad Autonoma Chapingo, transcurridas 72 horas de la ultima colecta, se
sembraron las 80 porciones sefialadas anteriormente, sin ningun proceso de limpieza
externa, 40 se sembraron en Camara Humeda o Método Freezing Blotter (Warham et
al., 1998) y 40 en medio Agar Spezieller Nahrstoffarmer; colocando primero cabeza y



luego, abdomen, en el sentido de las manecillas del reloj, en total cuatro porciones (dos
individuos) por caja Petri (Figura 2).

Figura 3. Siembra en SNA.

Para cadmara humeda, las disecciones se depositaron en una rejilla de plastico sobre
papel filtro humedecido (Figura 3 y 4). Se mantuvieron bajo condiciones de luz natural y
temperaturas que oscilan entre 25 a 27 grados.

Figura 4. Siembra en camara humeda.

Para el aislamiento, purificacion e incremento de hongos, se utilizaron los siguientes
medios de cultivo:

I. Agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA), que se elabor6 con 1 g de fosfato
monobasico de potasio, 1 g de nitrato de potasio, 0.5 g de sulfato de magnesio
heptahidratado, 0.5 g de cloruro de potasio, 0.2 g de glucosa, 0.2 g de sacarosa



mezclados en 1 L de agua destilada, en autoclave a 120 Ib de presion durante 15
minutos para su esterilizacion.

Il.- Papa Dextrosa Agar (PDA), medio semi sintético; para su preparacion se
pesaron 100 gramos de papa natural, 7.5 gramos de dextrosa y 10 gramos de agar;
primero se coci6 la papa con agua en autoclave, una vez alcanzada 120 Ib de presion
se mantuvo a ese nivel durante 15 minutos; se dejo enfriar y se agrego dextrosa y agar,
esta mezcla se sometio a otros 15 minutos de presion en autoclave.

lll. Papa Dextrosa Agar con antibiotico, medio semi sintético; se preparé como el
medio anterior, y previo al vaciado en las cajas Petri, se agregaron 200 mg de
Streptomicina y 200 pL de &cido lactico por litro, agitandose vigorosamente previo al
vaciado de la mezcla.

IV. Papa Dextrosa Agar BDBioxon®, medio sintético; se pesaron 40 g de la
formulacién del producto por 1L y se colocé a 120 Ib de presion en autoclave durante
15 minutos.

En ese sentido, aproximadamente al quinto dia de sembrado, se aislé y purifico la
bacteria en medio Papa Dextrosa Agar BDBioxon® con asa bacteriologica. Para el
caso de los hongos, al noveno dia utilizando punta de hifa, cultivos monospdricos, asi
como Sacabocados® de 0.5 mm para su incremento, en los cultivos antes citados.

La preservaciéon de las cepas de los hongos se realizé mediante la técnica “pico de
flauta”; en la cual los tubos de ensaye contenian medio de cultivo PDA, se colocaron
circulos de 0.5 mm con crecimiento miceliar de cada cepa, se mantuvieron a
temperaturas de 25 a 27°C y una vez que llenaron la superficie del medio, se cubrieron
con aceite mineral esterilizado durante cuatro horas y clarificado por cuatro semanas,
de esta manera se conservaron en refrigeracion.

ANALISIS ESTADISTICO DE AISLAMIENTOS DE PATOGENOS

Con objeto de identificar diferencias significativas entre medios de cultivo, regiones e
interaccidén entre éstos, se aplicd el Modelo Lineal Generalizado, con 2 distribuciones,
la primera para suma total de patdgenos se utilizé la distribucion Poisson con funcién
liga Logaritmo y la segunda para ausencia o presencia de cada patdgeno se utilizo la
distribucion Binomial con funcion liga Logit y se utilizé el programa R version 2.6.2. Las
hipé6tesis que se evaluaran fueron:
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1) Ho = No existen diferencias significativas entre Medios de cultivo
Ha = Existen diferencias significativas entre Medios de cultivo

2) Ho = No existen diferencias significativas entre Regiones del cuerpo del insecto.
Ha = Existen diferencias significativas entre Regiones del cuerpo del insecto.

3) Ho = No existen diferencias significativas entre la interaccion entre Medios y
Regiones del cuerpo del insecto.

Ha = Existen diferencias significativas entre la interaccion entre Medios y
Regiones del cuerpo del insecto.

ANALISIS MOLECULAR CEPAS DE HONGOS Y BACTERIA

Con respecto al andlisis molecular de las cepas de hongos y la bacteria, sembradas en
PDA, en el Cuadro 1 se muestra la edad a la que fueron procesadas.

Cuadro 1. Edad de aislamientos para su analisis molecular.

Cepa Fecha de siembra Edad
Cladosporium 19/07/2019 7 semanas
Stilbocrea 19/07/2019 7 semanas
Curvularia 1 26/07/2019 6 semanas
Curvularia 2 26/07/2019 6 semanas
Geosmithia 19/07/2019 7 semanas
Purpoleocillium 19/07/2019 7 semanas
Trichoderma 01/09/2019 2 dias
Citrobacter 25/06/2019 6 dias

Para la extraccion de DNA de los aislamientos, tanto de hongos como la bacteria, se
realizé por el Método Doyle & Doyle (1990), en el Laboratorio de Diagnéstico Integral
Fitosanitario del Colegio de Postgraduados (LADIFIT-COLPOS). Este laboratorio
actualmente cuenta con un respaldo de los aislamientos.

En el caso de las cepas fungicas, la amplificacion de la region rDNA se efectio con los
oligos ITS4  (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS 5 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990).

Las amplificaciones de PCR se realizaron con un termociclador T100 de la marca
Biorad, bajo las condiciones siguientes: un ciclo de 95°C por 5 minutos, 30 ciclos de
95° por 45 segundos, 57°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto, una extension final de
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72°C por 5 minutos (White, et al., 1990). Las amplificaciones de las cepas flungicas se
enviaron a Macrogen Corp. (USA) para su secuenciacion.

Para la cepa bacteriana, se amplifico la region 16S del rDNA con los oligos universales
8F (AGAGTTTGATCCTGGCTCA) y 1492R (AAGGAGGTGATCCAGCC). El programa
de amplificacion fue de 94°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos 94°C por 1minuto,
58°C por 45 segundos, 72°C por un minuto y una extension final de 72°C por 8
minutos. Esta muestra se envié a secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM
en el estado de Morelos.

POSTULADOS DE KOCH

Referente a los Postulados de Koch, el 11 de julio de 2019 se efectlio una inoculacion
de cinco aislados fungicos, mismos que se usaron como tratamientos y se designdé un
testigo para la prueba; para la inoculacion se utilizaron plantas de aguacate Hass
injertadas en aguacate mexicano, menores de un afio de edad. Se decidid utilizar este
tipo de arbol, ya que es el cultivar predominante en el huerto La Ziranda 2; las plantas
inoculadas inicialmente se establecieron en el Invernadero de Virus Fitopatégenos del
Departamento de Parasitologia Agricola, UACH bajo condiciones de luz natural y rango
de temperaturas entre 23 y 28°C (Figura 5).

Cada planta fue inoculada con cinco circulos de medio de cultivo PDA de 0.5 mm de
didmetro de cada aislamiento fungico, los cuales fueron “puntos de infeccién”; en tallos
y ramas se realizaron incisiones con un Sacabocados de 0.5 mm, simulando mordidas
del escarabajo, una vez colocados los circulos se protegieron con parafilm y cada
tercer dia se efectuaron riegos; para el caso del testigo se realizd el mismo
procedimiento, con circulos de medio, pero sin hongo (Figuras 6-8).

Figura 5. Cepas inoculadas: T1 (Cladosporium anthropophilum), T2 (Stilbocrea
gracilipes), T3 (Curvularia lunata 1), T4 (Curvularia lunata 2), T5 (Geosmithia pallida)
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Figura 6. Incisiones de 0.5 mm

Francisca De La Cruz-Madinez, 2019

Figura 7. Circulos de medio de
cultivo de 0.5 mm

Figura 8. Tratamientos por planta y Testigo.

Después de siete dias, las plantas se trasladaron a la Camara Bioclimética del Campo
Experimental Valle de México adscrito al Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), sita en km 13.5 de la Carretera Los Reyes-
Texcoco, Coatlinchan, Texcoco, Estado de México, C.P. 56250. Esta camara cont6 con
dos controladores, uno de humedad y otro de luz; el ambiente se mantuvo a punto de
rocio, doce horas luz y doce horas oscuridad.

Transcurridos once dias, las plantas se regresaron al invernadero de Virus
Fitopatogenos y de los puntos de infeccibn, se cortaron las partes vegetales
necrosadas tanto de tallos, ramas y tejido circundante aparentemente sano.
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Figura 9. Cortes de partes vegetales necrosadas en T1, T2, T3, T4, T5.

Al término de esta actividad, los puntos de infeccién se cubrieron con parafilm y
guedaron bajo observacion durante cuatro meses, desde el 11 de julio hasta 12 de
noviembre de 2019, bajo condiciones de 20 a 30 % de humedad relativa, condiciones
de luz natural y rango de temperaturas entre 23 y 27°C (Figura 9).

Luego en el laboratorio de Patologia de Insectos del Colegio de Postgraduados
Campus Montecillo, se sembraron cuatro cuadros del material disectado, de 0.4 por 0.4
mm de tamafo, sin ningun proceso de desinfestacion por caja Petri con PDA, con tres
repeticiones por tratamiento, incubandose a 30°C por 72 horas (Figuras 10-14).

Figura 10. Cepas obtenidas del Tratamiento 1.
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Figura 12. Cepas obtenidas del Tratamiento 3.

Figura 13. Cepas obtenidas del Tratamiento 4.
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Figura 14. Cepas obtenidas del Tratamiento 5.

A continuacion, los tratamientos se resembraron, mediante circulos de 0.5 mm de
didmetro en contenedores con PDA y antibitico, para evitar crecimiento bacteriano,
manteniéndose a 30°C y una vez transcurridas 72 horas, se efectlo la corroboracion
del aislamiento de cepas (Figura 15).

Figura 15. Siembra de aislamientos con medio con antibiotico.

ANALISIS ESTADISTICO DE POSTULADOS DE KOCH

Transcurridos cuatro meses y considerando la incidencia del 100% de los cinco
tratamientos (cepas fangicas) en los puntos de infeccion, en relacion con los puntos del

testigo, se procedié a tomar medidas de largo y ancho del crecimiento de cada punto
(Anexo 1).

Para evaluar la patogenicidad se realiz6 un Modelo Lineal Generalizado, con
distribucion Poisson con funcion liga Logaritmo, en el programa SAS Version 9.4.
Posteriormente, para aquellos factores con significancia estadistica (P>0.05) se realizo
una prueba LSD.
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ANALISIS MOLECULAR ESCARABAJO AMBROSIAL

Con respecto al analisis molecular del escarabajo ambrosial, se seleccionaron cuatro
ejemplares, dos conservados en agua destilada y dos en alcohol al 70%, en lo
subsecuente se identificaran éstos como muestra A (1 y 2) y muestra B (3 y 4). La
extraccion de DNA se realizé por el Método del CTAB - Bromuro de cetiltrimetilamonio
(Doyle & Doyle, 1987) en el laboratorio de Evoluciéon Molecular del Colegio de
Postgraduados, campus Montecillo.

La region Citocromo C Oxidasa, subunidad | (CO-I) se amplificé con los marcadores
LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) y HCO2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3"), conforme a las subunidades moleculares
del ADN mitocondrial “mtDNA” (Protocolo de diagnostico Amplificacion de la regién
MtDNA CO-l, para la identificacién de insectos por PCR punto final LC01490/HC02198-
SENASICA, 2017).

Las amplificaciones de PCR se realizaron con un termociclador T100 de la marca
Biorad bajo las condiciones siguientes: 94 °C por 60 s, 4 ciclos a 94 °C por 30 s, 45 °C
por 90 sy 72 °C por 60 s, seguidos por 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 51 °C por90sy 72
°C por 60 s, finalizando con una extension a 72 °C por 5 min. Las muestras se
analizaron en un gel de agarosa al 2.0 % con bromuro de etidio (10 mg/uL) (Sambrook
& Russell, 2001) y se visualizaron en un fotodocumentador de luz UV GELDOC EZ,
marca Bio Rad®, utilizando el software Image Lab (Biorad®).

La ampliacion obtenida con los iniciadores LCO1490/HCO se purificé (ExoSAP-IT) y se
secuencio (Genetic Analyzer 3100, Applied Biosystem Corp®). Las secuencias del COI
obtenidas se compararon con las de referencia del GenBank, usando la herramienta
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del National Center of Biotechnology
Information (NCBI).

El producto de PCR de la muestra 4B se clond utilizando pGEM® T Easy Vector de
Promega. El plasmido portador del fragmento se utilizd para transformar las células
competentes One Shot® Machl™ T1R E. coli de Invitrogen. Se seleccionaron las
colonias bacterianas que lograron introducir el plasmido y se realizé extraccion de ADN
con el método de lisis alcalina (Sambrook & Russell, 2001). A continuacién, el DNA
clonado se amplificé por PCR y se secuencié en ambos sentidos con el equipo ABI
PRISM 3130 de Applied Biosystems® mediante la quimica BigDye™ Terminator v3.1.
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Las secuencias obtenidas de los productos de PCR se limpiaron y ensamblaron en el
modulo SegMan Pro del programa DNASTAR Lasergene Molecular Biology 16.
Posteriormente, cada uno de los ensambles se sometieron a un andlisis de homologia
BLAST contra la base de datos de nucledtidos del NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Se generd una base de datos con secuencias
de referencia obtenidas de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) en base a los
resultados del analisis de homologia, todas las secuencias descargadas
correspondieron a amplificaciones del gen Citocromo C Oxidasa, subunidad |I.

Para el analisis filogenético se incluyeron los ensambles obtenidos a partir de la
secuenciacion de los ejemplares de las colectas y las bases de datos de referencia
resultado de la busqueda en el Gen Bank. El alineamiento se realiz6 con el programa
CLUSTAL OMEGA 1.2.2 (Sievers y Higgins, 2014) y la busqueda del mejor modelo de
sustituciéon de nucleétidos con ModelTest-NG (Darriba et al., 2019). Finalmente, la
reconstruccion filogenética se realizd con Inferencia bayesiana mediante Markov
Chains Monte Carlo (MCMC), implementado en el programa BEAST v1.10.4 (Suchard
et al., 2018) con 1,000,000 de generaciones. Para la anotacion del mejor arbol, se
descarto el 25% de los arboles producidos y la probabilidad posterior se determiné con
los arboles restantes, la edicion final del arbol se realizé en FigTree. Se utiliz6 como
grupo de partida (outgroup) la secuencia KU911862.1 del GenBank correspondiente a
la region del Citocromo C Oxidasa, subunidad | del escarabajo Chrysomela tremula.

TIPIFICACION DEL MICANGIO MESOTORACICO

Con respecto a la tipificacion del micangio de Xylosandrus curtulus, se tomaron 8
especimenes almacenados bajo condiciones de -5 °C, se procedié a descongelarlos,
uno por uno, durante 5 minutos y mediante diseccibn manual, con pinzas
entomoldgicas no. 5 y pincel no. 000, utilizando agua o glicerina como medio de
diseccion, se eliminaron las partes del cuerpo, quedando sélo la parte dorsal del
mesotorax; de manera cuidadosa se elimind la parte ventral y se limpié con agua
destilada o glicerina (Figura 16).

Esta ultima también se empledé para preservar las disecciones en microviales.
Posteriormente, se procedio a colocar el mesotorax en posicion ventral, en portaobjetos
con glicerina para su observacién en microscopio compuesto.
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Figura 16. A) Posicion ventral del insecto, B) Eliminacion de estructuras, C) Diseccion
del escolitido

V. RESULTADOS
COLECTA

Referente a la colecta del escolitido en las trampas repartidas en el huerto, se logro
colectar un total de 76 especimenes (Figura 17) de Xylosandrus curtulus. Es importante
indicar que en las trampas también se registraron otras especies de Scolytidae, mismo
gue se guardaron para otros estudios posteriores.

FranciscalDe la Cruz-Martinez, 2019.

Figura 17. Tubo de colecta mostrando los especimenes de Scolytidae.

SECCION “ESCARABAJO AMBROSIAL”

Identificacién del escarabajo ambrosial. Respecto a la identificacion de la especie de
Scolytidae se utilizaron las claves de Wood (1982) y por comparacién con material
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determinado de la especie en la Coleccion de Insectos del Colegio de Postgraduados
(CEAM), ésta se identifico como Xylosandrus curtulus (Eichhoff, 1869) (Figura 18 y 19).

1mm

Figura 18. Mechon de setas en la base del protérax y declive elitral caracteristicos de la
especie Xylosandrus curtulus (Eichhoff).

1mm

Figura 19. A) Vista dorsal y B) vista ventral de X. curtulus (Eichhoff).

Caracterizacion molecular. Los resultados de homologia del BLAST arrojaron que las
cuatro secuencias obtenidas de X. curtulus no se encentraban en las bases de datos
de la NBCI; sin embargo, este escolitido est4 estrechamente relacionado con otros
escarabajos ambrosiales, que forman clados heterogéneos a nivel genérico, por lo que
el CO-I no fue un buen marcador para su identificacion (Figura 20).
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Figura 20. Arbol filogenético de consenso basado en inferencia bayesiana que ilustra la
relacion de especies de ambrosiales con respecto a cuatro secuencias (1_query,
2_query, 3_query, 4_query) obtenidas a partir de la amplificacion de la region COI de
Xylosandrus curtulus. Los nimeros son probabilidades posteriores.

Tipificaciéon del micangio mesonotal. Se logré aislar el micangio de Xylosandrus
curtulus y éste se puede caracterizar como un par de sacos oblongos, hialinos y
membranosos, con medidas de 0.19 mm de largo por 0.19 de ancho, embebidos en la
cavidad del mesotorax y adheridos a éste por un extremo (Figura 21).
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Francisca De 1a Croz-Metines, 2015

Figura 21. Micangio mesonotal de Xylosandrus curtulus (Eichhoff).

SECCION “PATOGENOS”

Como resultado de las 80 porciones sembradas (40 en Camara Himeda y 40 en SNA),
se encontraron, siete cepas fungicas y una bacteriana, que se clasifican en cinco
grupos de patdégenos: a) hongo simbionte, b) hongos patogénicos, c¢) hongo
entomopatdgeno, d) hongo antagénico y d) bacteria endosimbidtica.

De la aplicacion del Modelo Lineal Generalizado se encontré que no existen diferencias
significativas de los medios de cultivo, las regiones del insecto y la interaccion entre

ambos.

Referente al andlisis molecular realizado a las cepas de bacterias y hongos purificadas,
se enlistan éstos en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Registros de las cepas de patégenos en el BLAST.

Cepas Max | Total | Query | Evalue Per Accession
score | score | cover Ident
Cladosporium anthropophilum 896 896 100% 0 99.80P% | MN412639.1
Stilbocrea gracillipes 1020 | 1020 | 94% 0 98.61% | MN497407.1
Curvularia lunata 920 920 100% 0 99.60% | MK532912.1
Curvularia lunata 935 935 99% 0 99.42% | MK532912.1
Geosmithia pallida 1103 | 1103 | 99% 0 99.83% | MH426792.1
Purpureocillium lilacinum 143 143 100% | 8.00E-31 | 100.00% | MN634677.1
Trichoderma asperellum 785 785 99% 0 88.65% | KF815050.1
Citrobacter murliniae 1925 1925 99% 0 97.14% | HQ407238.1
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Las secuencias obtenidas se compararon con el banco de datos del BLAST,
obteniendo similitudes arriba del 88.65%, como se observa en el cuadro anterior
(Anexo 2 Secuencias genomicas de cepas). Las cepas aisladas de X. curtulus se
ilustran en las Figuras 22-29.

1)

y

,.
Francisca De La Cruz-Martinez, 2040.

Francisca De La Cnz-Martinez, 2019.

Figura 22. Cladosporium anthropophilum (Sandoval-Denis, Gené & Wiederhold):
Reverso (A) y anverso (B) de caja de Petri

7

Francisca De La Cruz-Martinez, 2019, Francisca De La Cnz-Martinez, 2019,

Figura 23.Stilbocrea gracilipes (Tul. & C. Tul.; Samuels & Seifert): Reverso (A) y
anverso (B) de caja de Petri.

Y

Francisca De La Cnz-Martinez, 2019. Francisca De La Cruz-Martinez, 2019.

Figura 24. Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (52p= Curvularia 2): Reverso (A) y
anverso (B) de caja de Petri.
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Framgizca De La Cruz-Martinez, 2019. Franciaca De La Craz-Mertinez, 2019,

Figura 25. Geosmithia pallida (G. Sm.) M. Kolarik, Kubatova & Paoutova: Reverso (A) y
anverso (B) de caja de Petri.

Francisca De La Crez-Martinez, 2019 Francisca De La Cruz-Martinez, 2019,

Figura 26. Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (61p = Curvularia 1): Reverso (A) y
anverso (B) de caja de Petri.

Y

Frangisca De La Cruz-Mertinez, 2018 Franciaca De La Cruz-Mertinez, 2019.

Figura 27. Purpureocillium lilacium (Thom.): Reverso (A) y anverso (B) de caja de Petri.
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Francinca De Ls Craz-Martinez, 2019
Francaca De Ls Coz-Mertinez, 2019

Figura 28. Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt y Nirenberg (1999): Reverso
(A) y anverso (B) de caja de Petri.

7 Fmﬁéisca De La Cruz-Martinez, 2019.

Figura 29. Citrobacter murliniae Brenner et al. (1999).

Por otra parte, también se entregd respaldo de los aislamientos de los hongos al
Laboratorio de Micologia del Departamento de Parasitologia Agricola e la Universidad
Autonoma Chapingo.

Postulados de Koch.

Se corroboré la misma identidad de las cepas inoculadas en los puntos de inspeccion.
A continuacién, se enlistan los puntos de infeccion por tratamiento y testigo, la
evidencia fotografica es del 12 de noviembre de 2019 y la fecha de inoculacion del 11
de julio de 2019, un lapso de cuatro meses, se mantuvieron bajo condiciones de
invernadero.
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Tratamiento 1: Cladosporium anthropophilum (Figuras 30-34).

Figura 30. Punto de infeccion 1, tratamiento 1.

Figura 31. Punto de infeccion 2, tratamiento 1.

Figura 32. Punto de infeccién 3, tratamiento 1.

Figura 33. Punto de infeccion 4, tratamiento 1.

Figura 34. Punto de infeccién 5, tratamiento 1.
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Tratamiento 2: Stilbocrea gracilipes (Figuras 35-39).

Figura 35. Punto de infeccién 1, tratamiento 2.

Figura 36. Punto de infeccion 2, tratamiento 2.

Figura 37. Punto de infeccidn 3, tratamiento 2.

Figura 38. Punto de infeccion 4, tratamiento 2.

Figura 39. Punto de infeccidn 5, tratamiento 2.
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Tratamiento 3: Curvularia lunata 1 (Figuras 40-44).

Figura 40. Punto de infeccién 1, tratamiento 3.

Figura 41. Punto de infeccion 2, tratamiento 3.

Figura 42. Punto de infeccién 3, tratamiento 3.

Figura 43. Punto de infeccion 4, tratamiento 3.

Figura 44. Punto de infeccion 5, tratamiento 3.
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Tratamiento: 4 Curvularia lunata 2 (Figuras 45-49).

Figura 45. Punto de infeccion 1, tratamiento 4.

Figura 46. Punto de infeccion 2, tratamiento 4.

Figura 47. Punto de infeccién 3, tratamiento 4.

Figura 48. Punto de infeccién 4, tratamiento 4.

Figura 49. Punto de infeccién 5, tratamiento 4.
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Tratamiento 5 Geosmithia pallida (Figuras 50-54).

Figura 50. Punto de infeccion 1, tratamiento 5.

Figura 51. Punto de infeccion 2, tratamiento 5.

Figura 52. Punto de infeccion 3, tratamiento 5.

Figura 53. Punto de infeccion 4, tratamiento 5.

Figura 54. Punto de infeccion 5, tratamiento 5.
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Testigo (Figuras 55-59).

Figura 55. Punto de infeccion 1, Testigo.

Figura 56. Punto de infeccion 2, Testigo.

Figura 57. Punto de infeccién 3, Testigo.

Figura 58. Punto de infeccién 4, Testigo.

Figura 59. Punto de infeccién 5, Testigo.

Con las medidas de largo, ancho y areas obtenidas de los puntos de infeccion (Anexo
2) se realizaron graficas para determinar la media y varianza correspondiente, ya que
aparte de la incidencia también se determiné la patogenicidad de las cepas (Figura 60).
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VI. DISCUSION

Referente a la colecta del escolitido mediante trampeo especifico, se corroboré la
accion del etanol, como atrayente en la captura de Xylosandrus curtulus, la cual fue
reportada previamente por Lazaro-Dzul (2019). Sdélo se colectaron hembras, acorde a
Wood (1982), la presencia de machos es extremadamente rara.

El agua destilada utilizada como medio de colecta y de preservacion fue de
suma importancia para la conservacion del micangio, tal como lo sefialo Li et al. (2018),
ya que la diseccion de insectos muertos, principalmente de especimenes deshidratados
por su almacenamiento en alcohol, influye en la observacion de micangios en
Xylosandrus.

De acuerdo a Li et al. (2018) que realiz6 una revision del micangio en varias especies
asiaticas del género Xylosandrus, y que algunas de ellas ahora se encuentran en
Estados Unidos, el autor encontré una alta similitud de esta estructura en las siguientes
especies analizadas: X. amputatus (Blandorf, 1894), X. compactus (Eichhoff, 1876), X.
crassiusculus (Motschulsky, 1866), X. discolor (Blandford, 1898) y X. germanus
(Blandorf, 1894); en todas, la ubicacion se localiz6 en el mesotérax, con una alta
similitud en su conformacién. Es importante indicar que la caracterizacion del micangio
de X. curtulus no se habia realizado, por lo que existe una alta probabilidad de la
generalizacion de esta estructura en las especies del género Xylosandrus.

Por otro lado, Li et al. (2018) sefialan que el micangio en los Xyleborini es un
organo que estd relacionado particularmente con las hembras, que son las
colonizadoras y dado que los machos son endogamicos haplo-diploides y no vuelan,
probablemente no participan en la transmision de hongos. Esta estructura abre un
abanico de oportunidades, tanto sistematicamente como biolégicamente por los
cambios morfolégicos considerables y variabilidad intraespecifica, dependiendo de las
fases de la simbiosis y de la especie en cuestion.

De la caracterizacion molecular de este escarabajo ambrosial, Dole et al. (2010)
estudiaron la monofilia de Xylosandrus, considerando 43 especies, de las cuales 15
fueron de Xylosandrus y 20 de Amasa, Anisandrus, Cnestus, Euwallacea y Xyleborus,
asi como 2 especies de Coccotrypes; se utilizaron cinco marcadores moleculares: 28S
rDNA; Citocromo C Oxidasa, subunidad | (CO-l); arginina quinasa (ArgK), genes
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nucleares “rudimentarios” (CAD) y el Factor de Elongation 1a (EF-1 a). En sus
resultados no obtuvieron clados limpios, a pesar de haber manejado esta diversidad de
marcadores. Concluyeron que Xylosandrus es un grupo polifilético, por lo que requiere
una revision completa que combine datos moleculares y caracteres morfolégicos
claros, incluyendo una clave para las especies a nivel mundial.

Cognato et at. (2011) estudiaron 155 xyleborinos representando por 23 géneros,
usando los mismos marcadores que Dole et al. (2010) y 39 caracteres morfolégicos;
confirmando la polifilia de Xylosandrus, que esta dividido en cuatro clados distintos
morfoldégicamente. Los caracteres mas correlacionados con la filogenia en Xyleborini
son el club antenal, la forma del pronoto, los micangios y el escutelo; pero, el caracter
més conservado en la tribu es el micangio.

Hu et al. (2013) realizaron una investigacion de la composicion de las poblaciones
bacterianas presentes en el intestino del escarabajo chino de pino blanco
Dendroctonus armandi (Tsai and Li) en diferentes etapas del desarrollo; encontrando
gue, en hembras adultas, las bacterias predominantes corresponden a Citrobacter spp.
En ese sentido, en el presente estudio, la cepa bacteriana aislada de hembras
colectadas fue Citrobacter murliniae Brenner et al. (1999).

Respecto a Purpureocillium lilacinum (Thom.) Luangsa-ard et al. (=Paecilomyces
lilacinus) es un hongo entomopatdégeno de la familia Ophiocordycipitaceae, representa
uno de los agentes de biocontrol mas prometedores y comercializados para controlar
los nematodos parasitos de las plantas, asi como otros insectos (Aphis gossypii,
Trialeurodes vaporariorum, Tetranychus urticae y Acromyrmex lundii) y patégenos de
las plantas (Phytophthora infestans 'y P. capsici). Se aisla comunmente del suelo, raices
de plantas, nematodos e insectos (Wang et al. 2016). Por los estilos de vida que
muestra este hongo endoparasito, asi como los habitos biolégicos y ornamentacion del
cuerpo de Xylosandrus curtulus, es factible realizar su aislamiento.

Cabe mencionar que también obtuvimos la cepa de Trichoderma asperellum Samuels,
Lieckfeldt y Nirenberg (1999), el cual es enemigo natural de hongos fitopatégenos
como Rhizoctonia, Pythium, Phytophthora, Fusarium, Rhizopus, Mucor, Botrytis,
Colletotrichum, entre otros; ademas puede reducir la incidencia de nematodos y es
comunmente aislado del suelo (EPA, 2011). Algunas especies de Trichoderma spp. y
Penicillium spp. son comunes en las galerias mas antiguas de escarabajos
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descortezadores, pueden interactuar de manera significativa, pero desconocida, con los
escarabajos y los hongos asociados (Six, 2003); entonces, es frecuente el aislamiento
de T. asperellum, debido a que durante la colonizacién de nuevos hospedantes, X.
curtulus podria trasportar esporas de esas viejas galerias a nuevos nichos ecolégicos.

Acorde a Sandoval-Denis et al. (2016), Cladosporium cladosporioides es un complejo
de especies que integra hongos saprofitos, ubicuos o endofitos vegetales. En el caso
de Cladosporium anthropophilum, puede tolerar temperaturas hasta de 35°C. El
aislamiento de este hongo puede atribuirse a su propia naturaleza, a que el escolitido
es muy activo dentro del agroecosistema y en su vestidura (setas) puede transportar
esporas, lo que suma las altas probabilidades de su hallazgo. En cuanto a que es
enddfito vegetal, explica su incidencia como Tratamiento 1 en los puntos de infeccién
establecidos en plantas de aguacate Hass.

Vannini et al. (2017 y 2018) realizaron estudios acerca del escarabajo ambrosial
asiatico Xylosandrus compactus, debido a los dafios que estaba causando en el
maquis mediterraneo, bosques y areas cultivadas de Italia, Francia y Espafia desde
2014. Para la region de Lazio, se colectaron adultos del cuerpo del insecto y se aisl6 a
Geosmithia pallida y de tejidos vegetales asintomaticos y galerias a Fusarium solani,
Fusarium proliferatum y Nectria haematococca. Con estos aislamientos inocularon
ramitas de Quercus ilex, Laurus nobilis y Viburnum tinus, cuatro meses estuvieron bajo
observacion debido al lento crecimiento de los hongos en los tejidos vegetales. Las
cuatro cepas fungicas fueron re-aisladas de las lesiones en las ramitas; sin embargo,
Geosmithia pallida mostro incidencia en Laurus nobilis y resulté patogénica en Quercus
ilex y Viburnum tinus, asimismo representé el primer registro de asociacion simbiotica
con Xylosandrus compactus.

Adicionalmente, constituye el primer registro para la region del Lazio, Italia y el
primer registro en Europa acerca de un brote y dafios graves causados por X.
compactus y sus hongos ambrosiales asociados en un entorno natural.

Por otro lado, en California, Estados Unidos, Geosmithia pallida es un patégeno
de robles (encinos) que esta causando la enfermedad del chancro espumoso (Lynch et
al.,, 2014), actta como vector el escarabajo descortezador occidental del roble
Pseudopityophthorus pubipennis (Coleoptera: Curculionidae, Scolytinae). Este hongo
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posee afinidad con una gran cantidad de insectos xiléfagos y tiene una distribucion
mundial (Kolafik et al., 2004).

Por su parte, Angel (2019) de colectas procedentes de Ario de Rosales,
Michoacan, aisl6 hongos simbiontes a partir de diluciones de cabeza y protérax de
escarabajos ambrosiales, macerados y desinfestados con alcohol al 70%; tomando
como referencia la ubicacion de los micangios procoxales, en Monarthrum
fimbriaticorne, M. exornatum y M. conversum; en X. affinis es pre-oral y en Euplatypus
segnis el micangio pronotal. Los escolitidos se colectaron de la zona aguacatera de Los
Reyes, Ziracuaretiro, Tancitaro y Ario de Rosales, Michoacan. De Monarthrum
conversum se obtuvieron cepas de Geosmthia spp., Raffaelea spp., Esteya spp. y
Ceratocystiopsis spp.; Geosmithia spp. se determina como hongo auxiliar de M.
conversum.

En el presente estudio se aislé a Geosmithia pallida de Xylosandrus curtulus,
éste ultimo reportado por Lazaro-Dzul (2019) por primera vez para el estado de
Michoacan; asimismo, la colecta de escarabajos ambrosiales se realizO en
Ziracuaretiro, Mich., mismo sitio de inspeccién que revis6 Lazaro. Esta asociacion
simbidtica se considera como primer reporte en México, debido a que las
investigaciones realizadas por Angel (2019) mencionan a Geosmithia spp., como
auxiliar de Monarthrum conversum, en Ario de Rosales, Mich. Consecuentemente, hay
coincidencia con el aislamiento de G. pallida en Xylosandrus compactus, considerado
primer registro de esta asociacion simbiética en Europa.

Considerando que las investigaciones antes mencionadas se llevaron a cabo en
huertos comerciales de aguacate ubicados en Michoacan y que este hongo tiene como
hospederos a encinos en Estados Unidos y Europa, asi como la diversidad de especies
de Quercus presentes en México, posicionandolo en segundo lugar a nivel mundial en
su diversidad (Silva y Arias, 2016), determinamos la presencia del agente causal de la
enfermedad corchosa y el vector en la misma zona aguacatera, por tanto, se considera
un riesgo potencial de dafio de esta asociacion simbibtica, tanto para areas
comerciales de aguacate como areas naturales.

Curvularia lunata (Wakker) Boedijn es un hongo con amplio rango de hospederos,
desde vegetales, animales e inclusive provocando afectaciones en humanos; actuando
como patdgeno oportunista, saprofito o enddéfito (Manamgoda et al.,, 2015; Crous,
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2019). El estado teleomorfo de la especie tipo Curvularia lunata es Cochliobolus
lunatus (Cuervo et al., 2012; Crous, 2019). Su accion fitopatdgena se reporta en varios
estudios efectuados en pastos y cultivos basicos, como arroz, maiz, trigo y sorgo, asi
como en especies de las familias Actinidiaceae, Aizoaceae, Anacardiaceae,
Caricaceae, Convolvulaceae, Fabaceae, Iridaceae, Lamiaceae, Lythraceae, Oleaceae,
Polygonaceae y Rubiaceae (Manamgoda et al., 2015; Crous, 2019; Rajput & Rao,
2007). Por otro lado, Cuervo et al. (2012) reporta a Cochliobolus lunatus como
patdgeno de cacao, cebada, avena, platano y pifia, causando manchas foliares. En
tanto que, Ohr et al. (2019) enlistan los agentes causales de enfermedades foliares en
el aguacatero, incluyendo a Cochliobolus sativa (Ito & Kuribayashi) Drechs. ex Dastur.

En ese mismo tenor, del presente estudio se obtuvieron dos cepas de Curvularia
lunata (Curvularia 1 y Curvularia 2) de X. curtulus; las cuales se establecieron como
tratamientos 3 y 4 en las pruebas de patogenicidad en plantas de aguacate, ambas
cepas mostraron incidencia en los puntos de infeccion y de la prueba estadistica LSD,
Curvularia 2 resulté patogénica. Por ello, Curvularia lunata se registra por primera vez
como patogénica en plantas de aguacate Hass, en Ziracuaretiro, Mich.

Jia-Rong et al. (2010) reporta a Stilbocrea gracilipes (Tul. & C. Tul.) Samuels & Seifert
en conjunto con otros 21 bionectriaceos, en bosques de arboles de hoja ancha en
Taiwan, como nuevas especies para ese pais. Adicionalmente, este hongo se aisl6 de
la palma reyna Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman, de muestras colectadas en
el Parque Nacional Iguazu, Argentina y de la palma Nikau (Rhopalostylis sapida y R.
baueri var. cheesemanii) en Nueva Zelanda (Capdet, 2012; Mckenzie et al., 2004).
Seifert (1985) menciona que Stilbella clavulata es la especie tipo y es anamorfo de
Stilbocrea gracilipes (Mont.) Seifert, comb. nov.

Acorde a la literatura revisada, no hay registros oficiales de que S. gracilipes ha
sido aislada de escarabajos ambrosiales en México, por lo que este estudio constituye
el primer antecedente de este bionectriaceo obtenido de Xylosandrus curtulus; ademas,
se estableci6 como Tratamiento 2 en las pruebas de patogenicidad, mostrando
incidencia en plantas de aguacate Hass.

Se observa que cuando se procesan regiones del cuerpo de los escarabajos
ambrosiales para determinar microorganismos asociados, aumentan las posibilidades
de aislar mas de éstos, en comparacion a que, si se sembraran solamente los
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micangios, las poblaciones obtenidas se limitarian a estas estructuras. En ese sentido,
una vez que se aislaron las cepas fangicas y la bacteriana, los resultados del analisis
estadistico indican que no hay diferencia entre lo obtenido de la region de la cabeza o
el abdomen. Por lo que en futuros aislamientos debe confinarse al micangio para
delimitar la poblacién de microorganismos vectorizados.

En este estudio determinamos que no hay diferencia entre utilizar camara humeda o
medio de cultivo SNA, pues los analisis estadisticos no presentaron diferencias
significativas. El factor que, si es importante, es la colecta realizada en agua destilada
ya que permitid la conservacion de membranas hidratadas y disponibilidad de
microrganismos presentes en los escarabajos ambrosiales, coincidiendo con las
revisiones efectuadas por Li et al. (2018).

Por otro lado, el método de desinfestacién con etanol también influye, pues cuando se
realizan tratamientos de limpieza externa (Angel, 2019; Li et al., 2018), se eliminan
patdégenos que pueden encontrarse en la vestidura o areas blandas (membranosas);
aunque no se ha comprobado la eliminacién total de microrganismos externos con esta
limpieza.

Finalmente, es importante indicar que las pruebas de patogenicidad deben realizarse
por un periodo minimo de cuatro meses, tal y como lo realizé Vannini, et al. (2017 y
2018) y corroborado en el presente estudio, mismo que incluye los aislamientos
correspondientes a Ziracuaretiro, Michoacan, para verificar la manifestacién 6ptima de
cada cepa de hongos fitopatdgenos; este lapso de tiempo es muy importante, debido a
gue los hongos que son ambrosiales y de naturaleza fitopatdgena son de lento
crecimiento.

VIl.  CONCLUSIONES

e Se registra el primer estudio en México donde se extrae el micangio mesonotal
del escarabajo ambrosial Xylosandrus curtulus.

e EI arbol filogenético de X. curtulus, muestra estrecha cercania entre los
escolitidos ambrosiales, por lo que se recomienda que en estudios posteriores
ademas de los marcadores moleculares: 28S rDNA; Citocromo C Oxidasa,
subunidad | (CO-l); arginina quinasa (ArgK), genes nucleares “rudimentarios”
(CAD) y el Factor de Elongation 1a (EF-1 a), se complementen con caracteres
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taxonomicos para diferenciarlos a nivel de especie. Se aportaran las cuatro
secuencias de ADN a la base de datos del NCBI Genbank.

Como resultado de la diversidad de hospedantes del sitio de inspeccion y a la
funcidn del escarabajo ambrosial, como dispersor de microorganismos, su
morfologia (micangio, vestidura, areas de unién, patas, antenas) y polifagia, se
obtuvieron aislamientos de Geosmithia pallida, Purpureocillium lilacinum,
Trichoderma asperellum, Curvularia lunata, Cladosporium anthropophilum y
Stilbocrea gracilipes, hongos con accién simbidtica, entomopatégena,
antagonista y fitopatogena.

Primer registro de Geosmithia pallida como hongo simbionte de Xylosandrus
curtulus, colectado en huerto comercial de aguacate en Ziracuaretiro,
Michoacéan, México.

La cepa de Curvularia lunata se registra por primera vez como patogénica en
plantas de aguacate Hass, bajo condiciones de invernadero.

El aislamiento de Citrobacter murliniae, bacteria del tracto digestivo, es un
antecedente para estudiar asociaciones de microbiota de escarabajos
ambrosiales.

Ademas de Xyleborus spp. y Euwallacea spp., hay otros géneros de ambrosiales
gue pueden ser potenciales dispersores de fitopatégenos en areas naturales y
cultivadas.

La colecta de Xylosandrus curtulus es fundamental realizarla en agua destilada y
usar etanol como atrayente. Para aislamientos de patdgenos asociados a este
escolitido, en la siembra inicial, el método mas recomendado por su practicidad
y costos minimos es la camara humeda y acotarse al micangio, sin
desinfestacion; asi como realizarlo a mas tardar a las 72 horas de efectuada la
capturay la conservacion de la muestra debe ser a -5°C.

Las pruebas de patogenicidad deben establecerse bajo condiciones de
invernadero, con una duraciéon minima de cuatro meses para el re-aislamiento
de las cepas fungicas ambrosiales en hospederos silvestres y aguacate Hass.
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ANEXOS

ANEXO 1. Medidas de Puntos de infeccion en prueba de patogenicidad.

Tratamiento E?Qégigﬁ Ancho Largo Area (mm?)
Cladosporium 1 0.90 0.90 0.81
Cladosporium 2 0.50 0.80 0.40
Cladosporium 3 1.00 1.00 1.00
Cladosporium 4 0.50 0.80 0.40
Cladosporium 5 1.90 1.00 1.90

Stilbocrea 6 0.50 0.50 0.25

Stilbocrea 7 0.90 1.20 1.08

Stilbocrea 8 0.70 0.70 0.49

Stilbocrea 9 0.50 0.50 0.25

Stilbocrea 10 0.50 0.90 0.45

Curvularia 1 11 0.80 0.80 0.64
Curvularia 1 12 0.60 0.60 0.36
Curvularia 1 13 1.60 1.50 2.40
Curvularia 1 14 0.80 1.00 0.80
Curvularia 1 15 0.90 0.80 0.72
Curvularia 2 16 1.30 1.20 1.56
Curvularia 2 17 1.10 1.30 1.43
Curvularia 2 18 1.50 1.40 2.10
Curvularia 2 19 1.30 1.40 1.82
Curvularia 2 20 0.90 0.70 0.63
Geosmithia 21 0.90 0.90 0.64
Geosmithia 22 0.80 0.80 0.50
Geosmithia 23 0.90 1.00 0.64
Geosmithia 24 1.00 0.70 0.79
Geosmithia 25 1.50 1.20 1.77

Testigo 26 0.25 0.25 0.20

Testigo 27 0.25 0.25 0.20

Testigo 28 0.25 0.25 0.20

Testigo 29 0.25 0.25 0.20

Testigo 30 0.25 0.25 0.20
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ANEXO 2 Secuencias gendmicas de aislamientos de hongos y bacteria.

19-1228-BM Citrobacter murliniae

AGCGGCAGCTACACATGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCG
GCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGT
AGCTAATACCGCATAAYGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGAT
GTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTG
GTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGG
CCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGTTGAGGTTAATAACCTCAGCAATTG
ACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT
GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTG
AAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGG
GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGG
CGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTC
CGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTGTGAATGTGGGTAGTCCCGCACGAGCGCACCTTA
TCTTGGTGCAGCGTCGCGCACTCAAGAACTGCAGTGATAACTGCAGAGGTGGGGATGACGTTC
CA

19-1829-BM Geosmithia pallida

GGAAGTAAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACAGAGTTA
CAAACTCCAAACCATTGTGAACATACCTACGTTGCTTCGGCGGCCTCGCCCCGGGCGTCGLCGG
TGCCCTCACGGGAGCCGCGGCGGCCGGACCCAGGCGACCGCCGGGGGACCCAAACTCTTGT
TTTTTAGTGTCTTCTGAGTGGCATAAGCAAAATAATCAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTACTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTC
ATTTCAACCCTCAGCACCCGCCTTCGCGGTGGGAGCTGGCGTTGGGGATCGGCCGCCCTCAG
CGGCGGCCGGCCCCGAAACGAAGTGGCGGCCGCGTCGCGACCTCCTCTGCGCAGTAGCGAT
ACCTCGCAGCCTGGATAGCGGTGCGGCCACGCCGTAAAACCCCAACTTTTACAAGGTTGACCT
CGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATC

19-1830-BM Cladosporium anthropophilum

CCTCCCGAACACCCTTTAGCGAATAGTTTCCACAACGCTTAGGGGACAGAAGACCCAGCCGGT
CGATTTGAGGCACGCGGCGGACCGCGATGCCCAATACCAAGCGAGGCTTGAGTGGTGAAATG
ACGCTCGAACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATG
ATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAA
CCAAGAGATCCGTTGTTAAAAGTTTTAATTTATTAATTAAGTTTACTCAGACTGCAAAGTTACGCA
AGAGTTTGAAGTGTCCACCCGGAGCCCCCGCCCGAAGGCAGGGTCGCCCCGGAGGCAACAGA
GTCGGACAACAAAGGGTTATGAACATCCCGGTGGTTAGACCGGGGTCACTTGTAATGATCCCT
CCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACGACTTTTTACTTCC

19-1832-BM Purpureocillium lilacinum

CCGCCTCCGCGCTCCGGTGCGAGGTGTGTGCTACTACGCAGGGGAGGCTGCGGCGGGGTCG
CCACTGCATTTCGGGG
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19-1831-BM Stilbocrea gracilipes

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTATT
CAACTCCCAAAACCCTGTGAACTTTACCAATGTTGCTTCGGCGGAGTCGTCCCGGGTGCGCTC
GAAAGGGCGTGTCCCGGATCCATGGCGCCCGCCGGGGGATCTATACTCTTGTTTTTATAGTGG
TATCTTCTGAGTGGCATAAGCAAAATAAATCAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCTGGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCATATTGCGCCCGGTAGTACTCTACCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGGGACCCGTTTCGGCGGGACCCGGCGTTGGGGATCGGCCGTCCTCTGCGGCGLCGLC
GGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGTTGTGACTCCCCTGCGTAGTAGTAACATCTCGCATGC
GGATAGCGACGGGGCCACGCCGTAAAACCCCCAACTTTATCAAGGTGGACCTCGGATCAGGAA
GGAATACCCGTTGNCTTAAAAAATATCATTAAACGCAG

19-1833-BM Trichoderma asperellum

GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTA
CAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTAAGGCCCTACGAGCAGAGGAGTTCACG
CCCTCGGGTGGCGTACGCAGCCTCCGAAACCAGGGCGCCTCGCCAGAGACGAGAAACCCAAA
CTCAAGACTACTTATCTCCGTAAGTACCTCTACGCAGGAACGTAGCATCTTAACAGCTATCGAG
CAAAAGATACAAAGACGAATACAATAACTTTTCAATCAACGGAATCTACTTCGGTTATCGGCATA
CGATCGAGAGAAACGCAAGCGAAAATCGCGATAAAGTAATCGTGAATTCGCAGAATTTCAGTGG
AATTCATTCGAATTCTTTCGAACGCACATTCGCGCTCCGCCAGTATTTCTGGGCGGGCATGCCT
GTCCGAGCGTCATTTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACCC
CTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTA
GTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAA
ATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAAGCCGGAGGAAA

19-1834-BM Curvularia lunata 61p

GCTGAITGCAAGCGCAAAAAIGIGCTGCGCTGCGAAACCAGTAGGCCGGCIGCCAATCGTTTTAA
GGCGAGTCTTcGGGCGAGGCCAAAGACAAAAAGACGCCCAACACCAAGCAAAGCTIGAAGGTA
CAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTIGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATT
CGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC
CAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAAATGATTTACATTTGTTATACTGACGCTGATTG
CAACTGCATAAAAAAGGTTTATGGTGTGGTCCTGGTGGCGGGCGAACCCGCCCAGGAAACAAC
AAGTGCGCAAAAGACAAGGGTGATAAAAATAATCCAGCCGAAGCCTTCATATTTTAATTTGTGTA
ATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACGATTTTTTACTTCCA

19-1835-BM Curvularia lunata 52p

CGTCCTTTTTGCTGATTGCAAGCGCAAAAAIGIGCTGCGCTGCGAAACCAGTAGGCCGGCTCGC
CAATCGTTTTAAGGCGAGTCTTTGGGCGAGGCCAAAGACAAAAAGACGCCCAACACCAAGCAA
AGCTTGAAGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGT
GCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACGTATCGCATTTCGCTGCGT
TCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAAATGATTTACATTTGTTATA
CTGACGCTGATTGCAACTGCATAAAAAAGGTTTATGGTGTGGTCCTGGTGGCGGGCGAACCCG
CCCAGGAAACAACAAGTGCGCAAAAGACAAGGGTGATAAAAATAATCCAGCCGAAGCCTTCATA
TTTTAATTTGTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAGACCTTGTTACGACTTTTTTACTT
CCACAA
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