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Representacion del ciclo biolégico de Zadiprion falsus a) emergencia de adultos,
b y c¢) oviposicion y acercamiento de huevecillos, d) acercamiento de una larva
recién emergida, e y f) aspecto de larvas consumiendo follaje y forma defensiva
de las larvas, g y h) lavas descendiendo a pupar, iy j) larva y pupa dentro de
cocon. Fotos: Ernesto Gonzalez Gaona INIFAP.
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Estefan Miranda Miranda y Dra. Raquel Cossio Bayugar (CENID-PAVET), Dr.
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Dra. Alejandra Rosalia Gijon Hernandez, Biol. José Francisco Reséndiz, Dr.
Victor Arriola Padilla (INIFAP-CENID-COMEF) Dr. Alejandro Pérez Panduro
(COLPOS).

Introduccién

Las moscas sierra de la familia Diprionidae, ocasionan defoliaciones en los
bosques de coniferas del hemisferio norte, incluyendo Norteamérica, México y
parte de Centroamérica. Por lo general se encuentran a niveles endémicos
ocasionando defoliaciones en Pinus spp. o Juniperus sp., tanto en renuevos
como en arbolado adulto y plantaciones de reforestacion; sin embargo, tienen la
capacidad de ocasionar brotes epidémicos en cientos o miles de hectareas. Esta
Gltima situacion se ha presentado en multiples ocasiones sobre todo en la Ultima
década; presentandose brotes epidémicos de Zadiprion falsus Smith en Durango
(150 ha) y Jalisco (5,000 ha), Zadiprion ojedae Smith & Sanchez-Martinez y
Neodiprion autumnalis (3,000 ha) en Chihuahua, y Monoctenus sanchezi en San
Luis Potosi (800) y Guanajuato. Actualmente se reportan a la CONAFOR brotes
epidémicos en Guerrero (2,500 ha de cedro blanco afectadas por Monoctenus
sp.) y Oaxaca (4,500 ha de Pinus spp. afectadas por Neodiprion bicolor), 400 ha
de Pinus spp. en La Nortefia, ejido El Largo en Chihuahua. Aunado a lo anterior
es necesario corroborar la identidad taxondmica de las especies en especial de
Monoctenus sp. de Ixcateopan que difiere de M. sanchezi de San Luis Potosi y
de las especies que estan atacando a Pinus cembroides, Pinus jeffreyi y Pinus
chiapensis (Baja California Sur, Coahuila, Tamaulipas y Veracruz) clasificadas
como Zadiprion rowheri y que presentan diferencias muy notorias a nivel larvario.
Asi mismo la fenologia de varias especies no se ha determinado. Respecto de
las estrategias de combate se estan aplicando biol6gicos via aérea y aunque se
han observado buenos resultados se estan aplicando microorganismos no
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especificos por tal motivo se buscan Virus de Poliedrosis Nuclear (VPN) que han
demostrado su efectividad en la supresion de las poblaciones de moscas sierra
en otras regiones.

Objetivo General

Desarrollar una estrategia de control biolégico basado en el uso de Virus de
Poliedrosis Nuclear para las especies de moscas sierra de coniferas
(Hymenoptera: Diprionidae) presentes en los bosques de clima templado de
México.

Objetivos especificos

1) Aislar e identificar los Virus de Poliedrosis Nuclear que se ha observado
afectan a Zadiprion falsus en Durango, Chihuahua y Sonora, Monoctenus
sanchezi en San Luis Potosi y Guanajuato; y de Neodiprion spp. y Zadiprion
spp. en caso de ser detectados.

2) Desarrollar una metodologia de cria de células de embriones de moscas
sierra que replique los Virus de Poliedrosis Nuclear presentes en las moscas
sierra que afectan coniferas en México.

3) Evaluar a nivel de campo la cepa de VPN incrementada en laboratorio,
comparada con la cepa nativa de VPN incrementada directamente en larvas
infectadas en campo, para al menos uno de los géneros contemplados en el
proyecto.

4) Mapear la distribucion geogréfica de las especies de mosca sierra de
coniferas presentes en los bosques de clima templado de México.

5) Actualizar el estado del arte sobre la identidad de las especies de mosca
sierra de los géneros Neodiprion, Monoctenus y Zadiprion presentes en los
bosques de clima templado de México.

6) Determinar la fenologia de Zadiprion sp circa falsus. en Moris Chihuahua y
Yekora Sonora; Zadiprion sp. en Tamaulipas y Neodiprion sp. circa omosus
en Tecpan de Galeana, Guerrero, Xico, Veracruz y San José de Gracia,
Aguascalientes.

7) Realizar acciones de transferencia de tecnologia para enlaces de sanidad de
la Comision Nacional Forestal y brigadas de sanidad forestal en México.

Antecedentes

Las moscas sierra de la familia Diprionidae son insectos que se alimentan de las
hojas de Pinus, Juniperus, Cupresus, Abies y Larix, ocasionando defoliaciones
extensivas en los bosques de clima templado del hemisferio norte, incluyendo
México y centroamérica (Smith, 1988, 1993, Quifionez, 2006; Olivo 2011). En
México, los primeros dafios reportados por este tipo de insectos se dieron en la
Meseta Tarasca en Michoacan durante los periodos 1930-1943 y 1966-1974
(Cisneros, 1970; Méndez y Cibrian, 1985) y en Chihuahua a inicios de los afios
1980’s (Castro, 1981). Recientemente este grupo de insectos ha retomado
importancia, registrandose dafios en Chihuahua (Olivo, 2011; Sanchez-Martinez
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et al., 2012), Durango (Alvarez-Zagoya y Diaz-Escobedo, 2007; Quifionez,
2006), Jalisco (DGGFS, 2008), Guerrero, Oaxaca, y San Luis Potosi (Smith et
al., 2010) involucrando los géneros Zadiprion y Neodiprion y Monoctenus (Smith
et al., 2010).

En forma natural las poblaciones de moscas sierra son afectadas por agentes de
control natural como hongos (Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae),
bacterias (Bacillus thuringiensis) y virus de poliedrosis nuclear; asi como
parasitoides destacando las moscas de la familia Tachinidae y avispitas de la
familia Ichneumonidae.

En México, las dependencias del sector forestal (CONAFOR) han implementado
estrategias de control biolégico de moscas sierra con aplicaciones de Bacillus
thuringiensis y hongos entomopatdgenos como Beauveria basiana y
Metarhizium anisopliae; sin embargo, las infestaciones por estos insectos
persisten en varias entidades federativas. En Canada y Europa, el control de
moscas sierra se ha realizado exitosamente a través de enfermedades virales,
debido a que, a diferencia de los insecticidas quimicos, los virus
entomopatdgenos y particularmente los baculovirus, son agentes que se replican
y pueden permanecer viables en el ambiente por varios afios (Thompson et al.,
1981). Segun Moreau et al. (2005) y Lucarotti et al. (2007), los agentes los mas
eficaces para suprimir los brotes epidémicos de las moscas sierra son los virus.

En Rusia y Siberia se aislo al virus Birdiavirus diprionis de Diprion similis (Gulli,
1971 citado por Fuxa et al., 1998). Ademas, un virus aislado de Neodiprion
lecontei (Fitch) denominado Lecontvirus, en EU y Canadé ocasion6 mortalidades
superiores al 90% a la poblacion de esa mosca sierra, después de 15 dias de su
aplicacion aérea (Johnson et al., 1978; De Groot et al., 1979; Podgwaite et al.,
1986; Cunningham et al., 1987). En Canada también se ha aplicado “Abietiv”
para proteger a Abies balsamea contra el ataque de Neodiprion abietis. Este
altimo producto es una formulacion comercial de un virus de poliedrosis nuclear
(NeabVPN) aislado de Neodiprion abietis en 1997 (Moreau et al., 2005; Lucarotti
et al., 2007). Existen otros productos para el control de moscas sierra que
contienen virus como: Latvian, Neocheck-S, Virox, Virin-Diprion todos contra
Neodiprion sertifer (Geoffroy) (Zarin and Augstkalnin, 1976; Glowacka et al.,
1987; Kulikouskii, 1984 citados por Fuxa et al., 1998; Podgwaite et al., 1984).
Los nucleopiliedrovirus (VPN) de moscas sierra son muy especificos del insecto
hospedante, lo cual los hace ideales para su uso en campo, ya sea por via
terrestre 0 aérea, ya que no se disturba el ambiente al no tener efecto contra
otros organismos no objetivo.

La propagacion de baculovirus insecticidas en cultivos celulares presenta una
serie de ventajas potenciales como proceso controlado, ya que permite obtener
virus libres de contaminacion con otros microorganismos o0 con productos
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alergénicos tales como proteinas del insecto o cuticulas (Weiss et al., 1981). El
procedimiento debe tener las siguientes caracteristicas: a) Linea celular bien
caracterizada, b) Medio de cultivo de composicion simple y bajo costo, apto para
sostener la proliferacion celular y la produccion viral, c) Cepa viral de elevada
patogenicidad para el insecto blanco, y genéticamente estable, d) Conocimiento
de las condiciones Optimas de cultivo e infeccion para alcanzar elevados
rendimientos del fenotipo viral insecticida. El Centro Forestal de los Grandes
Lagos (Canada) ha producido 150 lineas de células de insectos para
investigacion en plagas forestales, algunas de ellas son: Choristoneura
fumiferana, Malacosoma disstria, Manduca sexta, Lymantria dispar, Pissodes
strobi, Lygus lineolaris y Neodiprion leconteli, representando seis origenes: larvas
neonatas, prepupas, embriones, ovarios, hemocitos y células del intestino medio;
asi como cuatro ordenes: Lepidoptera, Hymenoptera, Coledptera y Hemiptera
(Caputo et al., 2011).

Materiales y métodos de actividades octubre 2018-octubre 2019
Obtencién de material bioldgico

Para la recolecta de material biolégico de moscas sierra primero se contacté a
los enlaces de Sanidad de la CONAFOR en los diferentes estados, para
determinar si conocian de la existencia actual o pasada de atagues de moscas
sierra en su area de influencia. En caso positivo se concertd una visita para la
obtencion de material biolégico y que los enlaces sirvieran como guia y dar
seguridad al personal, ya que son personas conocidas en las comunidades o
sitios de muestreo.

Durante 2019 se realizaron recolectas en Aguascalientes (La Congoja, Barranca
el Rico y Barranca Piletas), Chihuahua (Balleza, Guachochi y Madera), Coahuila
(Cafibn de San Lorenzo), Durango (Pueblo Nuevo), Guanajuato (Xichu),
Guerrero (La Union de Isidoro Montes de Oca e Ixcateopan), Hidalgo
(Acaxochitlan), Michoacan (San Juan Parangaricuturo, Patamban, Santa Cruz
Tanaco), Puebla (Pahuatlan del Valle), Oaxaca (Putla), Tamaulipas (Miquihuana)
y Veracruz (Atzalan, Xicoy).

Identificacién de moscas sierra (morfolégica y molecular)

En esta actividad se formaron dos grupos de trabajo 1) identificacion de larvas,
considerando la morfologia externa (MC. Ernesto Gonzéalez Gaona), como
molecular (Dra. Alejandra Rosalia Gijon Hernandez) y 2) Identificacion a nivel de
adultos mediante la morfologia externa (Dr. Guillermo Sanchez Martinez) y
técnicas moleculares (Dra. Alejandra Rosalia Gijon Hernandez) y en forma
complementaria se realizaron fotografias con el microscopio electrénico de
barrido (Dr. Victor Manuel Arriola Padilla).



El material biologico se proceso de diferentes maneras a) morfologia externa de
larvas, para material de reciente colecta, los ejemplares se mataron en agua
caliente a >70°C por un periodo de 3 minutos y después se conservaron en
alcohol al 70%, b) caracterizacibn molecular se emplearon ejemplares
preservados en alcohol al 70% sin el proceso de muerte en agua caliente y
ejemplares conservados directamente en Alcohol etilico absoluto (Etanol Anhidro
al 99%), c) material adulto montado en seco de la coleccion del Dr. Guillermo
Sanchez Martinez y material de reciente adquisicién por donacion de Personal
de los Enlaces de Sanidad de la CONAFOR y por nuevas recolectas del MC.
Ernesto Gonzélez Gaona.

Para la morfologia externa de los adultos y larvas se tomaron fotografias de los
ejemplares con una camara (Moticam 5.0) adaptada a un microscopio de
diseccion (Motic con 40X). Para los adultos solo se emplearon las hembras a las
cuales se les quito, el abdomen y se sometié a un proceso de maceracion en
Hidroxido de potasio al 10% (KOH) por 15 min en forma posterior se extrajo la
lanceta y se limpié con agua destilada, después se mont6 sobre un portaobjetos
utilizando balsamo de Canada como medio de montaje y se cubrié con un
portaobjetos que se sell6 con esmalte de ufias transparente y se procedio a la
observacion bajo un microscopio compuesto considerando los escritos de Smith,
1988; Smith etal., 2010y 2012 . En el caso de larvas se realizaron observaciones
de las caracteristicas de la cabeza, escleritos de las propatas y las
caracteristicas del torax y tercer segmento abdominal. Como referencias para la
identificacion se consulté a Ross (1955), Smith (1971), Smith (1974), Wong y
Szlabey (1986), Smith et al. (2010), y Smith et al. (2012).

En forma adicional se tomaron fotografias de las larvas con un microscopio
estereoscopico Stemi 2000 C con camara de video Axio Cam MR3. Las
imagenes se editaron con el Software CombineZp; para procesar el conjunto de
fotografias (por estructura) y mezclar sus areas enfocadas, se eligieron los
métodos: aling and balance used frames, do stack, do soft stack, do weighted
average, pyramid weighted average, pyramid do stack, pyramoid maximum
contrast, ya que son los que permitieron obtener la mejor calidad de resolucion.
Mientras que para el caso de adultos hembras se siguioé un procedimiento similar
con KOH al 10% pero ahora, las lancetas, se incluyeron en concentraciones
crecientes y sucesivas de etanol (de 75% al 100%) para su deshidratacion, y al
final se colocaron en viales pequefios con aceite mineral. Para observarlas al
microscopio Electronico de Barrido, SEM (EVO MA15, Zeiss), se ubicaron en
“stums” cubiertos de cinta de carbono. Las caracteristicas técnicas con las que
fueron adquiridas las imagenes fueron, aumento (Mag): 113-132 X, distancia de
trabajo (WD): 8.5 mm, tipo de sefal (Signal A): CZ BSD, modo de vacio (Vacum
Mode): presion variable.



En el 2019 Se trabajé con un total de 50 colectas de larvas y adultos de mosca
sierra (Diprionidae: Hymenoptera) provenientes de 16 estados de un periodo de
2011-2019 (Cuadro 1). Los especimenes fueron previamente identificados
taxondmicamente y conservados en alcohol al 70%. Se registré la informacion
de cada colecta en una base de datos en Excel con el objetivo de tener un control
de todas las muestras (Cuadro 1).

Por cada colecta se seleccion6é un ejemplar, que cumpliera con la calidad
requerida para los andlisis moleculares y se fotografié en vista dorsal, lateral y
ventral antes de la extraccion de ADN, para tener identificado el espécimen
durante todo el proceso. Las fotografias se tomaron con un microscopio
estereoscopico Stemi 2000-C con cdmara AxionCam MRc marca Zeiss. Para
crear imagenes compuestas de profundidad de campo se utilizé el programa
Combine version ZP. Para procesar cada uno de los conjuntos de imagenes (por
cada colecta) y mezclar sus areas enfocadas, se eligieron los métodos: aling and
balance used frames, do stack, do soft stack, do weighted average, pyramid
weighted average, pyramid do stack, pyramoid maximum contrast, ya que estos
permitieron obtener la imagen con la mejor resolucion. Una vez que se obtuvo
la imagen compuesta, se utilizo el editor de graficos GNU Image Manipulation
Program (GIMP) para mejorar la calidad de las fotografias.

A nivel larvario, Los ejemplares conservados en alcohol al 70% se lavaron tres
veces con agua destilada estéril y las larvas se disectaron en cinco partes:
capsula cefélica, mandibulas, patas verdaderas, pseudopatas y la parte terminal
del abdomen mientras que los insectos adultos se dividieron en: térax, abdomen
y cabeza, con el objetivo de establecer protocolos eficientes de extraccion de
ADN y de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Los ejemplares se colocaron en tubos Eppendorf, agregando nitrégeno liquido
para macerar, posteriormente se adicioné 150uL de buffer de lisis y en forma
posterior se agregaron otro 350uL adicionales. El tubo se dejé reposar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugo 1.0 min
a 12,000 rpm, se recuperd el sobrenadante y se le adicionaron 300uL de
fenol:cloroformo, se colocé en el vortex durante un minuto y se centrifugé a 12,
000 rpm durante 3min. Se transfirio el sobrenadante a otro tubo y se agregaron
200pL mas de fenol:cloroformo.

El sobrenadante se traslad6é a un tubo y se adicionaron 300uL isopropanol y
30uL de acetato de amonio, se mezclaron ligeramente y se centrifugd durante
5min a 12, 000 rpm, se decanté el sobrenadante. La pastilla resultante se lavo

Cuadro 1. Relacion de Moscas Sierra de la familia Diprionidae (adultos y larvas)
gue se emplearon para la identificacion molecular.

7



FECHA DE

CLAVE COLECTA HOSPEDERO ESPECIE LUGAR DE COLECTA
JALZF10 10/12/17 Pinus devoniana Zadiprion sp.  Jalisco, San Juan de los Potreros, Chimaltitlan
AGSNO3 31/07/19 ND Ng%‘ggﬂgn Aguascalientes, La Congoja, San José Gracia
JALZF1 11 12/01/12 Pinus douglasiana ND Jalisco, Cruz del muchacho, Gémez Farias
CHIMAC 14/06/19 Abies Neo;jFifrion Chihuahua, Santuario de la Cotorra, Serrana Madera
CHIAP2 20/09/18 ND Zadiprion sp. Chiapas, Cuartel Miliar, San Cristobal de las Casas
SONZF2 21/02/18 Pinus engelmanii Zadiprion sp. Sonora, La Joya, Yecora
OAXN1_23 02/05/15  ND Neog;f”"” Oaxaca, La Muralla, Santiago Ixtlayutla
CHIMPM 13/06/19 Pseudotsuga menziensi Neo;jrifrion Chihuahua, Santuario de la Cotorra, Serrana Madera
VERZR5 29/09/16 Pseudotsuga chiapensis Zr%?,\i/?]r;?in Veracruz, Arroyo Colorado, Atzalan
QROZ1 09/09/16 ND ND Querétaro, Campo Santo, Pinal de Amoles
DGON3 26/09/11 Pinus cooperi, ayacahuit Neog;?rion Durango, La Ermita, Pueblo Nuevo
GROZ2 25/04/19 ND Zadiprion sp. Guerrero, La Union de Isidoro Montes de Oca, La Unién
OAZXF2_36 16/08/18 ND Zadiprion sp. Oaxaca, Ixtepejil, Santa Catarina
OAZXZ4 38 12/09/12 ND Zadiprion sp. Oaxaca, San Juan Tepeuxila, San Juan Teponaxtla
CHIZ0 21/08/18 ND Zgj(lig;ign Aguascalientes, Guachochi
CHIZ7_39 15/05/19 Pinus duranguensis Zadiprion sp. Chihuahua Balleza El Vergel, Ejido San Carlos
GROM2_2 08/09/12 Juniperus flaccida Monc;‘c)t.enus Chihuahua Ciudad Madera ND
CHIMPS 13/06/19 Pinus strobidormis Neo;j’ijg.)rion Chihuahua, Ciudad Madera
SON20_13 16/01/15 Pinus engelmanii Zgj(lig;ign Sonora, Yecora, La Joya
VERZR2 20/08/18 ND Zr?)?/\i/?]r;,?in Veracruz, Atzalan, Xicotes
SLPMS19 07/09/11 Juniperus flaccida “1(;?1?;%5:;5 Zia(?r(l)_ws Potosi, Armadillo de los Infantes, Barranca de San
GROZ1 25/04/19 ND Zadiprion sp. Guerrero, La Union de Isidoro, Montes de Oca La Uni6n
GRON13  00/11/2017 ND Neog:)‘?”"” Guerrero, Costa Grande
OAZX21_17 06/05/15 ND Zadiprion sp. Oaxaca, San Juan Colorado, Cuesta del Toro
MICHNO 00/07/2011  Pinus pseudostrobus Neo;ifrion Michoacéan, Nuevo Parangaricutiro, San Juan Nuevo
CHIMZF 09/07/19 Pinus duranguensis Z?gli;)l:ison Chihuahua, Ciudad Madera, La Nortefia
OAX2FL_31 05/12/17 Pinus oaxacana Zadiprion sp. Oaxaca Ixtepejil La Cienega, Santa Catarina
HGON1  00/09/2017 Pinus patulla Neogg_’”on Hidalgo, Acaxochitlan
GTOM1_35L 06/08/18 Juniperus flaccida Mon(;;:)t.enus Guanajuato, Xichu, Llano Grande
HGON2 ND Pinus gregii Neog;?”"” Hidalgo, Metztitlan, Olotla
AGSNO2 28/11/11 Pinus halepensis Ngi?n(:’iglrjign Aguascalientes, Sierra Fria, Los Alamitos
MICHNO_AD 15/10/12 Pinus pseudostrobus Nsr(])%iglrjign Michoacan, Nuevo Parangaricutiro, San Juan Nuevo
SLPNB2 19/01/12 Pinus gregii N%?gé?gf’n San Luis Potosi, Armadillo de los Infantes, Rancho Quemado
CHINA 25/11/12  Pinus arizonica NeodiPon  Chinuahua, Guachochi
SLPMS2 19/06/12 Juniperus flaccida hi(;?]%%t::;S San Luis Potosi, Armadillo de los Infantes, La Barranca
JALZF_AD 12/09/12 Pinus douglasiana Z?(ajligl:ison Jalisco, Ciudad Guzman, El rodeo
DGOZF1 11/06/12 ND Z?gligl:ison Durango, Pueblo Nuevo, Los Bancos
CHINA4 28/11/13 Pinus arizonica 2‘3&?:5{;;2 Chihuahua, Guachochi
DGOZF15 12/06/12 ND Z?;Iligl:i;n Durango, Pueblo Nuevo, Los Bancos
SLPNB 15/02/12 Pinus gregii N%?gcl);l)cr)l:)n gilrl)lr_eusls Potosi, Armadillo de los Infantes, El Picacho de los



Neodiprion

MICHNO 15/10/12 Pinus pseudostrobus sp. Michoacan, Nuevo Parangaricutiro, San Juan Nuevo
JALSF2 17/09/11 Pinus douglasiana Z?gligl:i:n Jalisco, Ciudad Guzman, El rodeo
TAMPZR6 20/01/18 Pinus cembroides Zr%?,\il?]r;?in Tamaulipas, Miquihuana
SLPMS29 03/08/12 Juniperus flaccida I\/;c;r:‘c():?]t::;s San Luis Potosi, Armadillo de los Infantes, La Barranca
GROM2_AD 19/07/17 Juniperus flaccida Monc;(r:)tlenus Guerrero, Oxcatopan, La Barranca
CHIZFM7 16/06/15 Pinus engelmanii Zadiprion sp. Chihuahua, Moris
OAXZF1 11/02/17 Pinus oaxacana Ze?;ili;)l;i;)n Oaxaca, Ixtepejil, Santa Catarina
OAXZF3 29  11/07/18  ND Z?glispﬂsn Oaxaca, Ixtepejil, Santa Catarina
OAXZF213 17/08/18  ND Z?gligf” Oaxaca, Ixtepejil, Santa Catarina
CHIZFG1 02/09/18 Pinus duranguensis Zadiprion sp. Chihuahua, Guachochi

con 50uL de etanol al 70%. El precipitado se sec6 a temperatura ambiente y se
suspendio en 50uL de agua libre de nucleasas. La calidad del ADN obtenido se
midioé en un Nano Drop 2000 de la marca Thermo Scientific.

El producto se conservé a una temperatura de + 4°C para ser utilizado para la
amplificacion de ADN ribosomal. Para realizar la PCR, se utilizaron los
cebadores universales (primers) LCO1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) y HCO2198
(5 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) (Folmer et al.,, 1994) para la
amplificacion de regiones del ADN ribosomal, los cuales reconocen al gen
Citocromo C Oxidasa, subunidad I (COIl). Las reacciones de PCR se realizaron
por medio de la adicién de los reactivos descritos en Cuadro 1. Las reacciones
de amplificacion se realizaron en un termociclador T100 de la marca Biorad
usando el programa detallado en la Cuadro 2.

Cuadro 2. Reactivos y concentraciones para realizar la PCR del ADN de larvas
de moscas sierra

REACTIVO CONCENTRACION CANTIDAD
BUFFER PCR 5x 5ul
MGCL> 25mm 0.75 ul
DNTP’S 10mm 0.25 pl
PRIMER 1 10nmol 1l
PRIMER 2 10nmol 1l
DNA TAQ POLIMERASA 5u/ul 0.5ul
DNA BLANCO 20 ng/pl 3ul
AGUA GRADO PCR 2 um 13.5 pl




Cuadro 3. Programa para la amplificacion del ADN de larvas de moscas sierra
en el termociclador Biorad T100.

ETAPA NO. DE DURACION TEMPERATURA
CICLOS

DESNATURALIZACION 1 3 minutos 95°C
INICIAL

DESNATURALIZACION 5 1 minuto 95°C
ALINEAMIENTO 30 segundos 51°C
EXTENSION 1 minuto 72°C
DESNATURALIZACION 35 1 minuto 94°C
ALINEAMIENTO 30 segundos 51°C
EXTENSION 1 minuto 72°C
EXTENSION FINAL 1 5 minutos 72°C
CONSERVACION 0 4°C

Los fragmentos amplificados se corrieron en geles de agarosa al 1%, con 0.4uL
de bromuro de etidio y se visualizaron en un fotodocumentador Infinitity-ST5
Vilber Lourmat. La banda de interés se cort6 para su purificacion. El producto de
PCR fue purificado con el kit WIZARD® SV Gel and PCR Clean-Up System,
siguiendo el protocolo del proveedor (Promega Corporation, 1999). Se
adicionaron 50ul de la solucion 1 al gel de agarosa conservado en tubos
eppendorf, se disolvié a 65°C. Se transfirié el mix del gel diluido a una mini
columna insertada en un tubo colector y se incub6 a temperatura ambiente por
1.0 min, se centrifugd a 14,000 RPM durante 1.0 min y se decantd el
sobrenadante del tubo colector. Posteriormente se realizaron dos lavados con
700ul de la solucién 2 y se centrifugd a 14,000 RPM por 3.0 min, se decantd el
sobrenadante del tubo colector. Se transfiri6é la mini columna a un tubo eppendorf
estéril y se dejo secar a temperatura ambiente. Se adicionaron 50ul de agua libre
de nucleasas, se incub6 a temperatura ambiente por 5 min y se centrifugé a
14,000 RPM por 1 min, se desech6 la mini columna, el producto se conservo +
4°C. Los productos de PCR purificados se enviaron a secuenciar a Macrogen
Korea (http://www.macrogen.com/eng/) en Seoul, Republica de Korea.

Las secuencias de cada espécimen de Mosca Sierra se limpiaron y ensamblaron
en el médulo SegMan Pro del programa DNASTAR Lasergene Molecular Biology
16. Posteriormente cada uno de los ensambles se sometieron a un andlisis de
homologia BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) contra la base de datos
de nucledtidos del National Center of Biotechnology Information
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), asi mismo se analizaron en la base
BOLD SYSTEMS.

Construccion de la base de datos de secuencias de Mosca Sierra

Para los andlisis filogenéticos, se realiz6 una busqueda de secuencias de
referencia de los géneros Neodiprion, Zadiprion y Monoctenus en la base de
datos del Gen Bank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), de acuerdo a la informacion
taxonomica previa de los especimenes y al analisis de homologia, todas las
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secuencias descargadas correspondieron a amplificaciones del gen Citocromo
C Oxidasa, subunidad | (COl).

Construccion de arboles filogenéticos

Se realizaron tres andlisis filogenéticos diferentes para cada uno de los géneros
de Diprionidae (Neodiprion, Zadiprion y Monoctenus) y 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, ademas, se hizo un cuarto analisis en el cual solo se incluyeron las
secuencias de los ejemplares en estudio de este proyecto. Todas las secuencias
se alinearon con el método clustal con el programa CLUSTAL OMEGA 1.2.2
(Sievers y Higgins, 2014) y se realiz6 la busqueda del mejor modelo de
sustitucion de nucleoétidos con el programa ModelTest-NG (Darriba et al., 2019).
La reconstruccion filogenética se realiz6 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. Para los cuatro analisis, se
utilizé como fuera de grupo la secuencia HM114320 del GenBank
correspondiente  a Sirex noctilio Fabricius, 1793 (Hymenoptera:
Siricidae(http://barcodeoflife.org).

Fenologia de Moscas Sierra

Cabe mencionar que en el protocolo inicial sobre la determinacioén de la fenologia
de las especies de moscas sierra se consideré seguir la fenologia de Neodiprion
omosus en Tecpan de Galeana Guerrero y para Zadiprion falsus en Yecora,
Sonora o en Chihuahua; sin embargo, por problemas seguridad en dichos sitios
(Comunicacién personal de los enlaces de Sanidad: Ing. Juan Carlos Gémez
Nufiez en Guerrero y Biol. Juan Antonio Olivo Martinez en Chihuahua) no se
llevé a cabo dicha actividad en los sitios sefialados. En esta actividad se
monitoreo la fenologia de Zadiprion rowheri en Tamaulipas, Neodiprion omosus
en Aguascalientes, Monoctenus sp. en Ixcateopan de Cuauhtémoc, Guerrero,
Zadiprion circa rowheri en Atzalan, Veracruz.

Miquihuana,Tamaulipas

Esta actividad se inicio desde el 22 de noviembre de 2017 en el paraje “Mesa del
Jaralillo” (23°38°39.277;99° 50°37.2"" y 2,210 msnm) del ejido Servando Canales,
Miguihuana Tamaulipas se seleccionaron 26 Pinus cembroides con infestacion
por Zadiprion rohweri. El sitio fue visitado en forma quincenal durante todo 2019
por el PSP Ing. Hugo Enriqgue Borja Nava con la finalidad de observar la
recuperacion de la poblacion y consignar los diferentes estadios de la plaga.
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Figura 1. Aspecto de larvas y adultos de Zadiprion rohweri afectando Pinus
cembroides en Miquihuana, Tamaulipas.

Ixcateopan de Cuauhtémoc, Guerrero

Esta actividad se inici6 desde el 24 de enero de 2017 y se continué hasta
septiembre de 2019 en dos sitios con registro de dafios por Monoctenus sp.
sobre Juniperus flaccida: los sitios fueron; La Barranca (18° 32°'5.56";
99°47°15,6") y Antes de Ixcateopan (18°30°17.37""; 99° 47°4.81). El monitoreo
de la poblacion durante el afio estuvo a cargo de la PSP Ing. Estefania Grizzel
Piza Nufez.

CEPAB, Aguascalientes

La presencia de la plaga en los pinos dentro de las instalaciones del CEPAB se
consider6 como la presencia de la plaga en forma natural. Los adultos obtenidos
de estas poblaciones escapadas, se emplearon para inducir infestaciones
artificiales (Gonzélez et al., 2013), que se mantuvieron bajo condiciones de
campo hasta que las larvas llegaron al cuarto estadio y se cort6 la rama para
ponerlos en la incubadora para evitar que la larva abandonara el arbol y se bajara
a pupar al suelo, considerandose que la diferencia entre el tiempo de la pupacion
de la incubadoray la de forma natural es de dos o tres dias. Los datos se tomaron
dos veces por semana consignandose la duracion del periodo de huevecillo,
primer estadio larvario (por la presencia de las mudas), el tercer estadio y cuarto
estadio, dias a pupacion desde la emergencia. La toma de datos estuvo a cargo
de la PSP Ing. Yahaira Elizabeth Rodriguez Cruz.

Atzalan, Veracruz

Durante 2019 en dos localidades de Atzalan, “Xicotes” (19°52" 03""; 97°14°19”
y 836 msnm) y “Arroyo Colorado” (19°52°40°7;97°14°16"" y 892 msnm) se
etiquetaron arbolitos de Pinus chiapensis afectados por Zadiprion circa rowheri
mientras que en “Xico” la mosca sierra fue Neodiprion omosus y el pino fue Pinus
patula. Para seguir el desarrollo de la poblacidon mediante visitas quincenales por
el PSP Ing. David Machuca Pérez.
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Sitios con presencia de Virus de Poliedrosis Nuclear

Larvas oscuras con posibilidad de presencia de VPN se enviaron al Dr. Alejandro
Pérez Panduro (CP) para la posible deteccion y aislamiento de un VPN asociado
a las larvas, en primera instancia se mandaron larvas que se tenian del proyecto
CONAFOR 2010-CO2NUM: 147913 conservadas en frascos con silica gel o en
seco. Mientras que con la finalidad de establecer lineas de células de las moscas
sierra se envi6 material biolégico al Dr. Estefan Miranda Miranda (CENID
Parasitologia)

Incremento de Poblaciones de moscas sierra

Las poblaciones de larvas recolectadas durante los recorridos en los diferentes
sitos de muestreo se criaron con el mismo follaje del arbol afectado dentro de
botes de plastico de un galén con una tapa de malla de organza en un extremo,
Los botes se ubicaron dentro de una incubadora Binder a 26°C y 14:10 L:O, sin
humedad controlada, con la finalidad de obtener pupas y en forma posterior
adultos.

Para el incremento de las poblaciones se siguio la metodologia de Gonzélez et
al. (2013) que consiste en encerrar un pino con una jaula de malla e introducir
en su interior 3 hembras y 3 machos. Ubicando el pino dentro de una camara
bioclimatica con temperatura, humedad y luz controlada, dejar 3 dias en
exposicion y sacar para confirmar la presencia de oviposiciones, asi como el
inicio de la eclosion de las larvitas; dejar en condiciones ambientales de
laboratorio hasta el segundo estadio y después colocar las larvitas en bolsas zip
lock y meter en la cAmara bioclimatica. Debido a problemas con la temperatura
en la camara bioclimatica se modifico, la metodologia de incremento. La
induccién de la oviposicién se hizo a temperatura ambiente en las instalaciones
del Campo Experimental Pabellén (INIFAP-CIRNOC-CEPAB) donde existe una
poblacién de diferentes tipos de pinos.

Con lafinalidad de obtener un método de cria de moscas sierra en forma artificial
se recolect6 follaje de pinos hospederos de los diferentes géneros de mosca
sierra, (P. douglasiana para Zadiprion, Juniperus flaccida para Monoctenus y P.
leiophylla para Neodiprion), el follaje se sec6 y molid y se llevd el 28 de
septiembre de 2018 al Dr. Alejando Pérez Panduro del CP para la formulaciéon
de dietas con las cuales criar las larvas de Neodiprion omosus del CEPAB,
Aguascalientes y Monoctenus sp. de Ixcateopan de Cuauhtémoc, Guerrero. En
forma posterior el 16 de octubre de 2018 se enviaron larvas de primer estadio de
Zadiprion sp., obtenidas de Guachochi, Chihuahua, afectando a P. durangensis,
para tratar de criarlas con dieta artificial.
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Para el establecimiento de lineas de células se procesaron 120 pupas asi como
aproximadamente 250 mg de huevos de Zadiprion rowheri y Neodiprion sp
mismas que se prepararon para el aislamiento de células embrionarias acorde al
procedimiento descrito previamente (Rocher et al., 2004), brevemente se
dividieron las pupas y huevos en lotes de 20 pupas y 50 mg de huevos y se
sometieron por separado a procedimientos de esterilizacion tres lavados en
hipoclorito de sodio al 10% seguidos de otros tres lavados en solucion de Benzal
al 10% para finalmente lavar cada lote con solucién de antibiético/antimicotico
1X diluido en agua estéril (ABAM® GIBCO). Una vez estériles las muestras de
pupas y/o huevos se maceraron cuidadosamente usando un mortero de
porcelana estéril tratando de disgregar los 6rganos internos en el caso de las
pupas y las células embrionarias en el caso de los huevos pero sin llegar a dafiar
las células objetivo del cultivo. Se transfirieron los macerados a un colador de
células estéril (Cell Strainer® BD FALCON) y se sometieron a centrifugacion en
un tubo Falcon de 15 ml a 1000 g durante 10 min. Los sedimento conteniendo
una mezcla de células de todo tipo se resuspendieron en medio minimo esencial
(MEM GIBCO) suplementado con 10% de suero fetal bovino y ABAM 1X, las
células re suspendidas se sometieron a cultivo en atmosfera de CO2 al 2.5% a
una temperatura de 28°C con cambios de medio cada tercer dia.

Distribucion de especies de moscas sierra

Para obtener los mapas de la distribucidén de las especies de moscas sierra se
considerd la informacion escrita en los diferentes medios, tesis, articulos,
publicaciones, folletos e informes, asi como los registros de condiciones
epidémicas de moscas sierra registrados por la Gerencia de Sanidad de la
CONAFOR a partir del 2007, esta ultima informacion se solicitd directamente a
dicha institucién, asi como los datos de recolectas de material por los
colaboradores del proyecto. Se consideraron dos categorias 1) endémicos
cuando se le ubica en uno o varios arboles en menos de cinco hectareas, 2)
Epidémico cuando la infestacion se ubica en forma dispersa en un area que
puede iniciar en 5 -10 ha, incrementdndose cada afio en una region dada y donde
se han realizado acciones de combate. Los registros se consideraron como: a)
histéricos cuando las fechas de deteccion eran antes de 2,000, b) recientes del
2,000-2,015 en este caso existen registros obtenidos por el personal que los
detect6 y aun hasta material biolégico y c) actuales, cuando los reportes se
ubican del 2,016 al 2,018 y se les ubica como activos o vigentes, en los cuales
el area afectada esta creciendo o el brote presenta uno o dos afios. El material
fue depurado por el MC Ernesto Gonzalez Gaona y enviado al Dr. Victor Lopez
Martinez para su andlisis y elaboracién de mapas de distribucién.

Resultados

Obtencidén de material biologico
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De acuerdo a comunicacion via telefénica o correo electronico con los enlaces
de Sanidad de la CONAFOR en los diferentes estados, manifestaron que no
tenian reportes de dafios o presencia de mosca sierra en los siguientes estados
Campeche, Ciudad de México, Colima, Nuevo Ledn, Sinaloa, Zacatecas y
Yucatén. En Tlaxcala se tienen noticias de deteccion de moscas sierra y ya se
contacto con la MC. Luz Oliva Mufioz Cabrera para realizar un viaje de recolecta
de material biolégico en esta entidad que se realizara cuando la MC Luz Oliva
indique que esta la presencia de la plaga.

Se recolectdé material biolégico de los estados de:

Aguascalientes (CEPAB, se recolectaron larvas escapadas en afios anteriores
de pruebas de incremento de N. omosus y que afectan Pinus leipophylla a un
costado del auditorio, las larvas se emplearon para incremento de una colonia
de N. omosus en el CEPAB. Se agregd un nuevo registro de N. omosus en la
comunidad de “La Congoja” en Pinus leiophylla en una casa en calle lateral atras
de la Iglesia del Pueblo). Se le dio seguimiento a la presencia y aparicion de las
dos especies de Zadiprion spp. detectadas durante el primer afio (Z. townsendi
y Zadiprion nv. sp. de las cuales se esta realizando un escrito para describir y
nombrarlas ya que se considera que son dos especies no consideradas en la
revision del género por Smith et al., 2010).

Para el estado de Chiapas el 23 de octubre de 2019 se programé un viaje a
recolectar material biologico en el Cuartel Militar de San Cristobal de las Casas
16°39°51""; 92°34°12"", 2,235 msnm, donde ya se ha detectado la presencia de
Zadiprion sp. y en otra deteccion cerca de lagunas de Montebello; sin embargo
no se pudo obtener el permiso ya que no se permite el ingreso a las instalaciones
por lo ocurrido en Sinaloa el 17 de octubre y aunque se fue al segundo sitio no
fue posible detectar la presencia de la paga (Comunicacién personal con el PSP
Raul Fernando Alvarez Narcia).

En Chihuahua, del 13 al 15 de febrero se muestreo la mesa del manzano en
Guachochi (26°49°53.4°N; 100°57°24.9") en este caso las larvas era de
segundo estadio, la especie causante del ataque se ubicé como Zadiprion ojedae
atacando P. durangensis se enviaron ejemplares al CENID PAVET y al Dr
Alejandro Pérez Panduro del Colegio de Posgraduados para pruebas de cria y
aislamiento de VPN el 19 de febrero de 2019. El 15 de mayo se monitoreo el
paraje Alto del &alamo del ejido San Carlos, Balleza (26°28'20.1" N;
106°36°58.2""W y 2,601 msnm), donde se detectd ataque de Zadiprion ojedae
sobre Pinus durangensis en este caso las larvas ya se encontraban en cuarto y
quinto estadio y se recolecto material para enviar para pruebas de deteccion de
infeccion viral alos colaboradores citados. El 16 de mayo, se visito el Santuario
de la cotorra serrana dentro del Area de Proteccion de Flora y Fauna Campo
Verde (APFFCV) dentro del Ejido Socorro Rivera, en Ciudad Madera, donde se
tenia conocimiento de ataques sobre Abies concolor paraje “Cinco Millas”
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(29°19723.8"'N; 108°12°40.3y 2620 msnm) y el paraje “Las cebadillas”
Pseudotsuga menziesii (29°19°38.4°'N; 108°12°4.5" y 2,498 msnm. En este sitio
se menciona que se habia detectado la plaga desde 2016. Durante este y
siguientes recorridos nos acompafaron personal del APFFCV (Bidlogo Alejandro
GoOmez Nisino, Bidloga Ana Adeliz Rascon Mendoza y Biologa Aracely Duarte
entre otros) en mayo la plaga se encontraba en larvitas de segundo estadio, para
el 13 de junio se observaron larvas mas grandes y se detecto otro sitio de ataque
sobre Pinus strobiformis que se encontraban junto a A. concolor atacados
(29°19725.3'N; 108°12°36.9" W y 2,729 msnm) en esta ocasion las larvas eran
mas grandes, tercero y cuarto estadio, en este caso se tomo0 una muestra y se
llevé al laboratorio del CEPAB donde se alimentaron con follaje del hospedero y
se obtuvieron pupas. Debido a que empezaron a emerger adultos en el
laboratorio se realizé una tercer revisién para constatar si ocurria lo mismo en
campo, el 23 de septiembre se detectaron en campo ocho adultos (6 hembras y
2 machos) y la presencia de huevecillos en el hospedero. Este hallazgo se
reportara como un articulo o nota cientifica donde se consigna el primer reporte
de Neodiprion abietis para México.

El 09 de julio se fue a la nortefia dentro del ejido “El Largo” de Ciudad Madera,
se visito la parcela de mayito (29°40755.7°'N; 108°267°02.4"W y 2,104 msnm) y
sitios aledafios donde se ubic6 un ataque por Zadiprion falsus. sobre P.
durangensis en alrededor de 180 ha, en esta ocasion las larvas ya se
encontraban en ultimos estadios y la mayoria de la poblacién ya se habia
enterrado para pupar. El 23 de septiembre ya no se pudo ir a recolectar material
biolégico por problemas de seguridad (Comunicacion Personal con A. Olivo
enlace de Sanidad de la CONAFOR).

Coahuila, se realizaron dos viajes a sitios con reportes de dafos; sin embargo,
no fue hasta el 17 de octubre que se logré detectar la presencia de Zadiprion
rowheri en estado larvario aunque en poca cantidad ya que personal de
PROFAUNA habian realizado acciones de combate. Se encargoé al personal de
dicha institucién el apoyo para la recolecta de material biol6gico para el estudio.
En este estado nos apoyo, el personal de la CONAFOR para los recorridos (Ing.
Erick Ricardo Covarrubias A).

Durango, en este caso el Ing. Luis Aguilar Vitela de la Comision Forestal
Gobierno del estado, dond el 26 de septiembre larvas de cuarto estadio de
Zadiprion falsus de la zona de Pueblo Nuevo, que fueron enviadas al Dr.
Alejando Pérez Panduro para el incremento de VPN.

Guanajuato, el 15 de agosto, nos acompafio la Bi6loga Magda Vianey Nava
Navarrete a visitar el paraje “Llano Grande” en Xichu (21°16"9.9”N
100°03713.0"" Wy 2,100 msnm)) se revisaron 30 arboles de Juniperus flaccida y
en la mayoria se encontraron larvas aunque en poblaciones bajas, con respecto
a los afos pasados. Se fotografio un adulto momificado y al parecer es de
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Monoctenus sanchezi. Del material recolectado unos se desarrollaron a pupa y
otros se llevaron a Jiutepec, Morelos para desarrollar una linea de células de
esta especie.

Guerrero, el 28 de mayo se visitd el paraje El Centinela (17° 53°58.6""N;
101°33'54.36”"W y 1629 msnm) de la Colonia General Baltazar R. Mancilla
municipio de la Union de Isidoro Montes de Oca en este lugar ya no existian
larvas y se recolectaron pupas del suelo, asi mismo se detectd un arbol donde
habia una epizootia ya que se observaron muchas larvas muertas alrededor de
un arbol, mientras que de La Laguna de Oxidacion en Ixcateopan (18°30°17.37";
99° 47°4.81), la regidora Maria Dolores Bustamante Cirilo y su grupo de trabajo
recolectaron pupas de Monoctenus sp. del suelo de Juniperus flaccida afectados
por moscas sierra, que nos proporciond para estudios de deteccion de VPN y de
identificacion especifica.

En Hidalgo, el ing. Eduardo Vargas Solis nos acompafio a visitar el predio donde
se habia aplicado contra el agallador Andaricus querculaurinus y donde habia
observado la presencia de mosca sierra. Acaxochitlan (20° 12°19.9"N; 98°
14°49.6"" y 2,252 msnm) se observaron varios arboles con muy pocas larvas de
Neodiprion sp. afectando P. patula. Otro punto de deteccion fue la escuela en
San Miguel el Resgate (20°13°32.7°"'N; 98° 10°54.8"W y 2,175 msnm) en donde
se observaron tres arbole de P. montezumae dentro de un jardin con multiples
ataque de Neodiprion sp.

Michoacan, el Ing. Hipolito Jesius Mufioz Flores y el Dr. Victor Manuel Coria
Avalos detectaron en forma endémica en la sierra Puérhpecha a Neodiprion
omosus afectando preferentemente sobre Pinus pseudostrobus en varias
localidades Cuadro 4.

Cuadro 4. Localidades/parajes muestreados con presencia de “Mosca Sierra”
(Neodiprion omosus Smith), en el area de influencia de la Sierra
Puérhpecha, Michoacan.

ALTITUD

PARAJE COORDENADAS (msnm)

HOSPEDERO

Comunidad Indigena de Nuevo San Juan Parangaricutiro
La Alberca N 19°27°37.4” Y W 102°11°46.3” 2,568 P. pseudostrobus

Regeneracion natural de

Pario N 19°26’39.4” YW 102° 10’ 21.4 2,694 Pinus pseudostrobus
Condenbaro N 19°28'57.2" Y W 102°12'24” 2520 P. pseudostrobus
Reforestacion de Pinus
La Cruz N 19°27°40.2” Y W 102° 12’ 04.3” 2,605 pseudostrobus y arboles
de P. leiophylla
Gémez N 19° 29’ 25.7” Y W 102° 11’ 08.1” 2,476 Regeneracion natural de

Pinus pseudostrobus
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Regeneracion natural de

Patzingo N 19°29'23" Y W 102°12’07.9 2 446 P. pseudostrobus
) Area de ecoturismo de
Area de “Patzingo” arbol de 3 m de
ecoturismo N 19°29'42” Y W 102°11°'57.5” 2437 alto de P. ayacahuite
Patzingo fuertemente infestado de
mosca
Patzingo-2 N 19°24'13.4” Y W 102°11'35.2” 2 520 Reforestacion bajo dosel
) ' de P. pseudostrobus
Reforestacion bajo dosel
Canuto N 19°28'41.6” Y W 102°09°'21.6” 2270 de P. pseudostrobus de
) 1.30 m
Arboles plantados como
Patzingo N 19°29°'33” Y W 102°11°56.7” 2 464 cerco vivo de
P. ayacahuite
o Hav ” o 44 " Regeneracion natural de
Cutzato N 19°2939.8” Y W 102° 11’ 31.8 2,502 Pinus pseudostrobus
. . o s " o A p " Plantacion experimental
El Tejamanil N 19°24'16.7” Y W 102° 14’ 12.7 2,650 de P. pseudostrobus
Reforestacion de Pinus
Lg Cabafia de N 19° 29 38.7" Y W 102° 12’ 078" 2.428 pseudost‘robus en terreno
Piedra de cubierto por arena
volcanica
San Nicolas N 19° 26’ 43.8” Y W 102° 14’ 13.0” 2,676 Regeneracion natural de

Pinus teocote

Comunidad Indigena de Patamban, Michoacén.

El Llano N 19° 45 44.0” y W 102° 15’ 45.9” 2,473 Reforestacion de Pinus

pseudostrobus

La Cuesta N 190 457 46.8” yW 1020 17: 27.21: 2’440 RefOI‘EStaCIOI’] de Pinus
pseudostrobus

La CUeSta_Z N 190 23! 37'5!1 yW 1020 03: 06.1” 2’439 REfOI’eStaCIOI’] de PII"IUS
pseudostrobus

Comunidad Indigena de Santa Cruz Tanaco, municipio de Cheran

Reforestaciéon de Pinus

La Escondida N 19° 43’ 37.37”y W 102° 03’ 10.78 2,180 pseudostrobus

Oaxaca, el 28 de agosto se visito el Paraje Estanzuela Grande de la Reforma
Putla (16° 39°42.7"'N; 97°51°23.7”"W y 962 msnm) en esta localidad estaban
aplicando biologicos para control de Neodiprion bicolor, aunque las larvas ya
habian bajado a pupar y solo se encontraron larvas aisladas de Zadiprion sp.

Puebla, se colectaron larvas de Neodiprion sp. afectando Pinus patula en
Pahuatlan del Valle (20° 15°30.9""N; 98°12°00.8”"W y 1994 msnm), solo se
detecto un arbol afectado.

Tamaulipas, Mesa del Jaralillo” Ejido Servando Canales, Miquihuana,
(23°38739.2°"; 99° 50°37.2"" y 2,210 msnm), se continu6 monitoreando la
fenologia de la larva; sin embargo, el retrazo de las lluvias, ocasiono que los
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adultos se presentaran hasta octubre y al 22 de octubre se observaron las
primeras larvitas de segundo estadio y todavia existen hembras ovipositando.

Veracruz se siguié monitoreando la fenologia por parte del PSP, el Ing. David
Machuca en “Xicotes” (19°52" 03""; 97°14°19"" y 836msnm) y “Arroyo Colorado”
(19°52°4077;97°14°16"" y 892 msnm). Se detectd un sitio adicional en Area
Natural Protegida Pancho Poza del municipio de Altotonga, se observaron 10
arboles de P. strobiformis afectados por Neodiprion sp. de plantaciones de ornato
de 2.5 m de alto

Con el material Biologico conservado y el recién recolectado se formularon
colecciones para las diferentes estrategias de identificacion y enviéo para
deteccion de VPN o para el establecimiento de lineas células. En los envios se
incluyé material de los estados Aguascalientes, Baja California, Chiapas,
Chihuahua, Coahuila, Durango, Jalisco, Guerrero, Guanajuato, Michoacéan,
Oaxaca, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas y Veracruz. La coleccion de larvas
se le entregara a la CONAFOR un vez que se halla identificado la mayoria de los
ejemplares con precision.

Identificacién de moscas sierra (morfolégica y molecular)
Complejo de especies de Zadiprion rowheri

De acuerdo a las claves y descripciones de adultos y larvas hechas por Smith
(1971), Wong y Szlabey (1986) y Smith et al. (2012), durante el transcurso de la
primera etapa del proyecto, se determind la identidad de Zadiprion rohweri
presente en la Sierra de San Pedro Martir, Ensenada, Baja California, especie
que se alimenta de Pinus jeffreyi (Durante 2019, se trat6 de ir a recolectar
material biolégico de la especie; sin embargo, no se obtuvo el permiso de los
encargados del area natural protegida ya que se menciona que este pino esta
bajo proteccién). Muy cercanas a esta especie, ademas se examinaron dos
especies de Zadiprion; una en Miguihuana, Tamaulipas y otra en Atzalan,
Veracruz, las cuales presentan el primer anillo de la lanceta en forma de
herradura invertida, caracteristica distintiva de Z. rohweri; sin embargo, la
coloracién de las larvas es totalmente distinta, especialmente de la especie
presente en Veracruz en las que predomina el color negro, y ademas ataca a
Pinus chiapensis, especie diferente al grupo de los pinos pifioneros (Figura 2).
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Figura 2. Lanceta de la hembra y aspecto de las larvas de Zadiprion rohweri
presente en la Sierra de San Pedro Martir, Ensenada, Baja California (A y B);
Zadiprion sp. circa rohweri presente en Miquihuana, Tamaulipas (C y D);
Zadiprion sp. circa rohweri presente en Atzalan, Veracruz.

Aungue de momento se ha clasificado a la especie que ataca a Pinus chiapensis
en Veracruz como Zadiprion sp. circa rohweri, las siguientes caracteristicas
distintivas se utilizaran para proponerla como una nueva especie: En la hembra,
la parte inferior del escutelo es menos angulado que el escutelo de Zadiprion
rowheri de Tamaulipas. El area alrededor de los ocelos es inmaculada y los
margenes internos de los ocelos laterales son abultados, con puntuaciones y
setas abundantes. La antena de la hembra tiene entre 21 y 23 segmentos,
adicionales al escapo y pedicelo, con media y moda de 22 (n = 9). Las antenas
no presentan coloraciéon oscura en los Ultimos cuatro segmentos o0 apenas es
ligeramente oscura. En cuanto a la lancenta, aunque presenta la forma de
herradura invertida como ocurre en Z. rohweri, se aprecian diferencias cuando
se compara con las ilustraciones de Smith (1971) y con ejemplares de Z. rohweri
procedentes Baja California. La lanceta presenta un pseudo anillo con hasta
cinco pseudo dientes entre el primer y segundo anillo y una proyeccién oscura
en cada anillo a lo largo de la lanceta, lo cual es diferente a las ilustraciones de
la lanceta de Z. rohweri que no presenta ese pseudo anillo ni la proyeccion
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oscura en cada anillo. En el caso de los machos, éstos presentan sus alas café
obscuras; y en cada Orbita superior de los ojos estd presente una mancha
amarilla, similar a lo que se describe para Zadiprion rohweri; sin embargo, esta
caracteristica aparentemente existe para varias especies de Zadiprion por lo que
se descarta como caracteristica determinante. Ademas, como se aprecia en la
Figura 2, las larvas de Zadiprion rohweri son de color claro con puntos negros
muy marcados en la parte lateral del mesotérax y metatorax; puntos negros
grandes en ambos lados de cada segmento abdominal y pequefios puntos
debajo de cada espiraculo abdominal; mientras que las larvas de Zadiprion sp.
circa rohweri presente en Aztalan, Veracruz, presentan franjas negras que
cubren completamente ambos lados del mesotorax, metatérax y abdomen,
careciendo ademas de puntos negros debajo de los espiraculos abdominales.

Zadiprion spp. en Aguascalientes

Durante la primera etapa del proyecto se registraron dos especies de Zadiprion
encontradas en San José de Gracia, Aguascalientes (Figura 3). Constituyendo
esto en el primer reporte del género en el estado y una nueva distribucion de las
especies de este género.

Figura 3. Larvas de Zadiprion townsendi en follaje de Pinus teocote (izquierda) y
de Zadiprion sp. consumiendo follaje de Pinus michoacana, en San José de
Gracia, Aguascalientes. Nuevos registros del género Zadiprion para el estado de
Aguascalientes.

De las dos especies de Zadiprion descubiertas en la Sierra Fria de
Aguascalientes, en la primera etapa del proyecto, la primera de ellas que utiliza
como hospedero a Pinus teocote, habia sido clasificada como Zadiprion sp. circa
townsendi; sin embargo, después del montaje y observacion del ovipositor, se
encontraron las siguientes diferencias: Zadiprion townsendi presenta un primer
anillo con 11 a 13 dientes, el segundo con 14 dientes claramente definidos,
mientras que la especie observada presenta un primer anillo con solo seis a siete
dientes y el segundo con 10 a 11 anillos distinguibles. Por otra parte, el segundo
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y tercer anillo de Zadiprion townsendi son ligeramente convergentes, mientras
gue en la especie observada son marcadamente convergentes. Una tercera
diferencia observada es que la parte ventral del ovipositor en Zadiprion
townsendi es ligeramente recta, mientras que en la especie observada es curva
(Figura 4). Estas caracteristicas morfolégicas, ademéas de la diferencia en la
coloracién de las larvas, nos llevan a la conclusion de que se trata de una nueva
especie, esperando sea corroborado a través de los analisis moleculares. Para
esta especie se obtuvo la emergencia de dos ejemplares adulto hembra, uno de
los cuales fue disectado para la observacion detallada del ovipositor y el otro
conservado completo para la descripciéon de la especie

Figura 4. A) Ovipositor de Zadiprion townsendi segun Smith et al. (2012). B)
Ovipositor de Zadiprion morfo especie 1 recolectado en la Sierra Fria, San José
de Gracia, Aguascalientes, que utiliza como hospedero a Pinus teocote. Notar la
diferencia en el numero de dientes del primer anillo (Lado izquierdo) y la mayor
convergencia de los anillos dos y tres en B.

De la segunda especie de Zadiprion que se encontré en la primera etapa del
proyecto, alimentandose de arboles adultos de Pinus michoacana, y que fue
clasificada inicialmente de como Zadiprion sp.; se pudieron obtener 17 hembras
adultas y 4 machos, lo cual sirvid para poder observar el estado adulto y asi
como las caracteristicas morfolégicas del ovipositor. En este caso, el ovipositor
difiere del de las especies descritas de este género y es ligeramente parecido al
de Zadiprion ojedae; sin embargo, presenta las siguientes diferencias: ovipositor
con 9 anillos en vez de ocho (Figura 5); en el adulto hembra, margen alrededor
de los ocelos marcadamente negro en vez de un margen delgado o ausente,
llegando la coloracion negra hasta el margen superior de los 0jos; escutum con
color negro en la parte inferior de l6bulo medio y en la parte interna de de ambos
I6bulos laterales; mesepisternum oscuro en vez de anaranjado (Figura 6). Las
caracteristicas fueron cotejadas con los especimenes tipo y paratipo que se
encuentran en la Coleccion de Insectos Forestales del Campo Experimental
Pabellon. Estas caracteristicas ademas de la diferencia contrastante en la
coloracién de las larvas (verde claro en Z. ojedae y negras en la especie
observada) nos hacen concluir que igualmente se trata de otra nueva especie de
Zadiprion.
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Figura 5. A) Ovipositor de Zadiprion ojedae segun Smith et al. (2012). B)
Ovipositor de Zadiprion morfo especie 2 de la Sierra Fria, San José de Gracia,
Aguascalientes. Notese la diferencia en el nimero de anillos en Z. ojedae vy al
menor tamafo de dientes del primer anillo de Z. morfo especie 2.

Figura 6. Cabeza y torax de Zadiprion ojedae paratipo hembrab(A) y Zadiprion
morfo especie 2, hembra, de la Sierra Fria, San José de Gracia, de
Aguascalientes (B).

Con base en los hallazgos de estas dos especies de Zadiprion en la Sierra Fria
de Aguascalientes, se elaborard un manuscrito que serd enviado para
publicacion en la siguiente etapa del proyecto. De momento, con propdsitos de
seguir los estudios taxondmicos y fenoldgicos, se denomina a estas dos especies
como Zadiprion morfo especie 1y Zadiprion morfo especie 2.

Zadiprion sp. en Oaxaca

También durante esta primera etapa se determind la identificacion correcta de
Zadiprion howdeni, que se alimenta de Pinus oaxacana en la comunidad Santa
Catarina, municipio de Ixtlan, en el estado de Oaxaca, cuya identidad fue
corroborada a través del analisis morfoldgico de la lanceta de las hembras. Hasta
antes de este proyecto, los productores y dependencias del sector forestal en
Oaxaca tenian clasificada a esta especie como Zadiprion falsus. El 24 de agosto
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de 2018 se hizo un comunicado oficial al M. C. Abel Plascencia Gonzalez,
Gerente de Sanidad de la Comision Nacional Forestal, haciéndole saber de la
correccion en la identificacion de la especie.

Monoctenus spp. afectando a Juniperus flaccida

En cuanto al género Monoctenus, se recibieron muestras del estado de Guerrero
recolectadas por el MC. Ernesto Gonzalez Gaona, cuyas caracteristicas
morfolégicas coinciden con una morfoespecie previamente recolectada en
Guatemala (Smith et al. 2010). A diferencia de Monoctenus sanchezi y
Monoctenus sadadus, que presentan 15 segmentos en sus antenas, los
especimenes de Guerrero presentan antenas con 13 segmentos. Ademas, los
antenémeros centrales son mas cortos que los que presenta Monoctenus
sadadus, pero mas largos que los de Monoctenus sanchezi. Smith et al. (2010)
menciona que la morfoespecie revisada de Guatemala puede tratarse de una
especie distinta a las dos especies del género hasta ahora descritas y que falta
un mayor numero de especimenes para corroborar esa hipoétesis. Los
especimenes de Guerrero servirdn para comprobar la hipétesis y en su caso
describir la nueva especie.

Neodiprion sp. en Veracruz

Respecto a especimenes de Neodiprion, se revisaron especimenes adultos
procedentes del Ejido Zilacatipan, Huayacocotla, Veracruz, con fecha del 5 de
septiembre de 2016, los cuales resultaron ser Neodiprion bicolor.

Neodiprion sp. en el sitio de anidacién de la cotorra serrana

Durante esta primera etapa se recolectaron el 28 de agosto de 2018, 20 pupas
en el suelo de dos Abies sp, en el ejido Socorro Rivera en Ciudad Madera,
Chihuahua, sitio previamente detectado por el Biol. Antonio Olivo Martinez y la
Biol. Ana Adeliz Rascén Mendoza (Figura 7). Del material recolectado el 16 de
septiembre emergieron un macho y una hembra, en forma complementaria se
solicité a la biéloga Ana Adeliz Rascén Mendoza fotografias de la deteccion en
aflos anteriores. Para la identificacion se consulté en internet si existian
imagenes de Neodiprion abietis. En el sitio de Bold Systems para Neodiprion
(http://v3.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser Taxonpage?taxid=104315) se
encontré una imagen que coincide con la hembra adulta emergida, por lo cual se
considera que la especie en Ciudad Madera es N. abietis (Figura 8), lo cual
constituye un nuevo registro de la especie en México. Se elaboro un articulo
sobre la deteccion de esta especie, que esta en proceso de revision y completar
el aspecto molecular.
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Figura 7. Caracteristicas de hallazgo de mosca sierra en Abies concolor en 2017:
A) aspecto de los sitios de anidacién de la cotorra serrana occidental Ejido
Socorro Rivera, municipio de Madera, Chihuahua, B) acercamiento del dafio
observado por moscas sierra y C) aspecto de las larvas que ocasionan el dafio.

.

Figura 8. Aspecto de la hembra de Neodiprion abietis obtenida de pupas
atacando Abies concolor en la Region Prioritaria para la Conservacion Madera.
A) dorsal, B) lateral, C) frontal de la cabeza y D) ventral del ultimo segmento
abdominal

Extraccion de ADN de diferentes partes del cuerpo

Con respecto a la extraccion de ADN de las diferentes partes de la larva, el
abdomen fue la seccién que presento las mayores concentraciones y calidad de
ADN y para la PCR fue la que mejor amplifico, esto coincide con los resultados
reportados por Gijon et al (2018), que determinaron que el abdomen fue el mejor
para los estudios de PCR con la palomilla resinera (Synanthedon novaroensis).
Para el caso de adultos las mejores fueron cabeza y abdomen. Los estudios
moleculares mostraron que la banda del producto de PCR para larvas y adultos
de Mosca Sierra fue de un peso aproximado de 740 pb del gen mitocondrial
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citocromo C oxidasa subunidad | (Figura 9 y 10). Folmer et al. (1994) reportan
una banda de amplificacion de aproximadamente 700 a 710 pb para artropodos
para los cebadores universales LCO1490 y HCO2198. Gijon et al. (2016)
obtienen un producto amplificado de 750 pb para coledpteros Dendroctonus
valens e Ips cribricollis.

9 10 11 12 13 14 15 16 () (4 M

10 000 pb

740 pb

Figura 9. Productos amplificacion por PCR con los primers LCO1490 y
HCO02198. M: Marcador molecular 1kb; Carril del 1 a 16 muestras de larvas de
Mosca Sierra; (-) Control negativo; (+) Control positivo; M: Marcador molecular
1kb).

>

10 000 pb

740 pb

Figura 10. Productos amplificacion por PCR con los primers LCO1490 y
HCO2198. M: Marcador molecular 1kb; Carril del 1 a 17 muestras adultos de
Mosca Sierra; (+) Control positivo; (-) Control negativo.

Andlisis de homologia de las secuencias de Mosca Sierra

En cuanto a los andlisis individuales, se construy6 un catalogo para cada género
con secuencias de referencia que correspondieran a mitocondrion,
especificamente al gen citocromo C oxidasa subunidad 1 en base a una
busqueda en las bases de datos Taxonomy del NCBI. Para Monoctenus solo se
encuentran depositadas 34 secuencias correspondientes a COl, sin embargo, el
60% de ellas corresponden solo a las especies Monoctenus juniperi y
Monoctenus obscuratus, mientras que el resto se encuentran registradas a
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género. Zadriprion solo cuenta con 4 secuencias registradas que corresponden
a COI de las cuales solo dos se encuentran a especie, registradas como
Zadiprion rowheri. Por altimo, el género Neodiprion es el mas representativo,
cuenta con 272 secuencias de COlI, sin embargo, més del 90% de las secuencias
contienen la unidn de tres regiones: COI, tRNAleu y COlIl, por lo cual se tuvieron
gue fragmentar y solo obtener la region correspondiente al gen de interés.

Los resultados del analisis de homologia en BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) en GenBank del National Center of Biotechnology Information) y
Cddigo de Barras BOLD SYSTEMS de las muestras de Mosca Sierra de
describen el Cuadro 5.

Cuadro 5. Resultados del anélisis de similitud en BLAST (Basic Local Alignment Search Toal) VS Codigo de Barras BOLD
para las muestras de Mosca Sierra.

| BLAST | IDS de BOLD Systems.
Muestra Region Descripcion del alineamiento Seqguence ID Ideg{:;’ﬂd Género 5'";,;,:?"'1
CHIMPS COl  Neodipdon abistis JN294271.1 9453  Nepdipgon sp. 96.83
CHIMAC COl  Neodingon abistis JN294221.1 9453  Neodingonsp. 96.84
CHIMPM COl  Neodintion abistis JN294271.1 9453  Neodingon sp. 95.83
CHIZO COl  Zadiprion rohweri KF936531.1 8748  Zadipron rohwer 83.58
GROZ1 COl  Zadiprion rahwerti KF936531.1 8763  Zadioron rahwer 53.73
OAZXF2 36 COl  Zadipron rohweri KF936531.1 8797  Zadinron rohweri 294
VERZRZ COl  Zadiprion rahweri KF936531.1 9095  Zadipron rofwer 92.13
AGSNO3 COl  PREDICTED: Meodiprion leconfei XM 0156580551 9114  Nepdioian so. 92 .41
JALZF10 COl  Zadiprion rahweri KF936531.1 878  Zadipron rohwer 88.79
JALZF1_11 COl  Zadiprion rohweri KF936531.1 8759  Zadipron rohwer 88.64
GROM13 COl  Neodingon abistis JN294221.1 9255  Neodingonsp. 93.52
OAZX21 17 COl  Zadipron rohweri KF936531.1 384  Zadinron rohweri 59.71
SLPMS19 COl  Mongclenus sp. KF936592.1 93.09  Mongcienus sp. 93.57
GROMZ_2 COl  Mongcienus sp. KR797365.1 9271 Mongclienus sp. 92.69
OAZX74 38  COl  Zadipron rohweri KF936531.1 578  Zadinron rohweri 53.99
CHIZT_39 COl  Zadiprion rahweri KF936531.1 88.39  Zadiprion rofwer §9.55
CHIMZF COl  PREDICTED: Meodiprion fecontei XM 0156580551 931  Neodiodon mundus 94.92
DGOZF1 COl  Zadiprion rahweri KF936531.1 88.02  Zadiprion rofweri 59.14
MICHNO COl  Nepdinrion abistis JN294221.1 9391  Nepdinron sp. 94.55
GTOM1_35L  COl  Monoctenus so. KF936592.1 9278  Mongclenus sp. 93.54
OAXZFL_3  COl  Zadipron rohwer KF936531.1 8778  Zadipron rohwer 53.89
TAMPZRE COl  Zadiprion rohweri KF936531.1 9223 Zadipron rohweri 93.72
GROMZ_AD  COl  Monoctenus sp. KR797365.1 9271 Mongcienus sp. 92.69

Las secuencias de los especimenes en estudio coinciden con el género, pero no
con la especie que se tiene determinada taxondmicamente, esto porque en la
base de datos del GenBank hay pocas secuencias y no existen en esta base las
especies mexicanas. Se hara el registro en el GenBank y esto serd una
aportacion importante de esta investigacion. Por otra parte, al hacer la
comparacion con el Codigo de Barras de BOLD VS BLAS, se obtiene resultados
similares no coinciden en la mayoria con las especies determinadas
taxonomicamente, esto debido a que no hay secuencias de las especies en
estudio (Cuadro 5).
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Construccion de arbol filogenético de Mosca Sierra

El arbol filogenético del analisis donde se conjuntaron las secuencias de los tres
géneros de Diprionidae (Neodiprion, Zadiprion y Monoctenus) obtenidos a partir
de los ejemplares colectados se obtuvo con 1,000,000 de generaciones y una
desviacion estandar final de 0.007890. Se observoé la formacion de dos clados
bien definidos incluidos en un mismo cllster, en el primero se incluyeron todas
las especies del género Neodiprion con una probabilidad del 100%, mientras que
el segundo subdividido a su vez en dos clados, agrupa en cada uno las especies
de Zadiprion y Monoctenus con una probabilidad posterior del 99.96% y 100%
respectivamente (Figura 11).

— AGSNO3_Neodiprion_omosus
oo | = | 9529% ———— GRON13_Neodiprion_sp
[r— —————— MICHNO_Neodiprion_sp
CHIMZF_Neodiprion_falsus
BN CHIMAC_Neodiprion_sp

| wew [ L CHIMPM_Neodiprion_sp
CHIMPS_Neodiprion_sp
CHIZ0_Zadiprion_ojedae
L CHIZ7_39_Zadiprion_sp
GROZ1_Zadiprion_sp
OAX2FL_31_Zadiprion_sp
OAZXZ4_38_Zadiprion_sp
0AZX21_17_Zadiprion_sp
‘ = DGOZF1_Zadiprion_falsus
— g | 10.76 JALZF10_Zadiprion_sp
: ‘ OAZXF2_36_zadriprion_sp
TAMPZR6_Zadiprion_rowhen
VERZR2_Zadiprion_rowheri
GROM2_2_Monoctenus_sp
GROM2_AD_Monoctenus_sp
e GTOM1_35L_Monoctenus_sp
b SLPMS19_Monoctenus_sanchenzi

Sirex_noctilio_CO1

1.0

Figura 11. Arbol filogenético de consenso basado en inferencia bayesiana que
ilustra la relacion de las especies de los tres géneros de Diprionidae solo de los
ejemplares recolectados.

Para el género Monoctenus se obtuvo un &rbol consenso con 1,000,000 de
generaciones y una desviacion estandar final de 0.008790. En la Figura 12, se
observan dos clados bien definidos, en el primero se agrupan los ejemplares
provenientes de los especimenes de las colectas, mientras que el segundo
corresponde a las secuencias de las bases de datos GENBANK. En el primer
cluster, la especie Monoctenus sanchenzi se encuentra relacionada con el
ejemplar GTOM1_35 con un soporte del 100%.
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Figura 12. Arbol filogenético de consenso basado en inferencia bayesiana que
ilustra la relacion de las especies del género Monoctenus contenidas en las
colectas.

Por otra parte, el arbol consenso para el género Zadiprion obtenido con
1,000,000 de generaciones y una desviacion estandar final de 0.008970, se
observan dos clados bien definidos. En el primer clado Zadiprion ojedae (CHIZO)
se relaciona con el ejemplar CHIZ7_39 con un soporte del 100% lo que indica
gue se tratan de la misma especie, al igual que los ejemplares OAX2FL 31,
0zZXZ4 38y OAZX21 17, los cuales, a su vez, se encuentran relacionados con
un 99.45% de probabilidad con GROZ1. El agrupamiento entre Z. falsus y
JALZF10 presenta un soporte muy bajo, menor al 50%, mientras que la relacion
de ambos con OAZXF2_36 tiene una probabilidad posterior del 100%, por lo que
se necesitard realizar un analisis de homologia para definir las relaciones.
Finalmente, ambas especies identificadas como Z. rowheri se agrupan en un
mismo clado (100%) junto con las Unicas especies de las bases de datos del
GENBANK que corresponden a Zadiprion rowheri (Figura 13).
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Figura 13. Arbol filogenético de consenso basado en inferencia bayesiana que
ilustra la relacion de las especies del género Zadiprion contenidas en las
colectas.

Finalmente, el arbol consenso para el género Neodiprion se obtuvo a partir de
1,000,000 de generaciones y una desviacion estandar final de 0.00889, como se
observa en la Figura 14, existen tres clados bien definidos. En el caso especifico
de los ejemplares de nuestro interés, todas las secuencias estan contenidas en
el primer clado, el ejemplar CHIMAC se relaciona con un 100% con los
ejemplares CHIMPM Y CHIMPS, estos ultimos agrupados con una probabilidad
menor al 50%, por lo que se necesitara realizar un analisis de homologia para
definir las relaciones. Por otro lado, GRON13 y MICHNO se encuentran
agrupadas en un mismo clado con un 100 de probabilidad posterior, por lo que
ambas pertenecen a la misma especia, ademas, a su vez estan relacionadas con
N. omosus con una probabilidad baja del 60.22%

Figura 14. Arbol filogenético de consenso basado en inferencia bayesiana que
ilustra la relacion de las especies del género Neodiprion de los especimenes de
este estudio.
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Fenologia de las moscas sierra
Zadiprion rohweri en el municipio de Miquihuana, Tamaulipas

En Miquihuana, el 14 de diciembre se presentaron temperaturas muy bajas que
ocasionaron que la poblacion de larvas de esta localidad muriera. Esta especie
muestra varias generaciones de adultos por ciclo (Figura 15) una emergencia en
los tres primeros meses (enero a marzo) otra durante mayo-junio y la otra de
agosto hasta noviembre, la época de menor presencia de los adultos fue en abril
y julio. En épocas de mayor poblacion cuando las temperaturas no son frias y no
se retrasan las lluvias se presenta la generacién de mayo-junio, en caso contrario
se presentan solo las poblaciones de principios de afio y la de agosto-noviembre.
Esta especie no presenta una diapausa reproductiva y puede producir hasta tres
generaciones por afo.

Bajo las condiciones del CEPAB los adultos empezaron a emerger a partir del
13 de enero 2018 terminando el 30 de mayo, suspendiéndose la emergencia
hasta octubre cuando emergieron un macho y una hembra el 08 y 14 de octubre,
esto representa una generacion con emergencia bimodal, aunque con la mayoria
de la poblacién emerge tres meses después de la formacion de capullos. En total
se obtuvieron 78 hembras y 60 machos. Bajo estas condiciones solo se
presentaron parasitoides de la familia Tachinidae (27 especimenes). Las moscas
Tachinidae son las primeras en emerger de los cocones y se mantienen aun
durante la época de emergencia de los adultos. (Figura 16).
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Figura 15. Epoca de aparicion de los diferentes estados de Zadiprion rowheri
atacando Pinus cembroides en Miquihuana, Tamaulipas
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Figura 16. Emergencia de Zadiprion rowheri bajo condiciones del CEPAB,
Aguascalientes.

Neodiprion sp. circa omosus en el municipio de Xico, Veracruz

Durante esta segunda etapa, esta especie se mantuvo en nivel endémico, a
veces imperceptible, lo cual dificulté definir con precision la fenologia. A pesar
de eso, se pudo definir que durante enero y febrero predomina el estado de
huevo. A partir de marzo se presentan principalmente larvas del primer estadio
aunque también se presenta de manera traslapada el estado de huevo. Para el
mes de abril, ya predomina el estado larvario en estadios intermedios. La
ocurrencia de un evento meteoroldgico de baja temperatura al parecer afect6 a
la especie en observacion ya que, el 23 de abril de 2019, en 10 de 12 arboles en
observacion ya no habia larvas. El 12 de junio del mismo afio se encontro el
segundo estadio, asi como capullos. Para el 28 de junio se encontraron tanto
estadios intermedios como capullos y el 08 de julio de 2019 en la comunidad El
Rincén, del municipio de Atotonga, se encontraron larvas en estadios iniciales e
intermedios, asi como huevos y un adulto. Posterior a esta fecha y hasta el 30
de septiembre de 2019, la poblacion de Neodiprion sp. circa omosus colapso en
el area de estudio y ya no se encontraron arboles infestados para dar
seguimiento a la fenologia. Conjuntando las observaciones realizadas durante
2016 (antes del proyecto), 2018 y 2019, se corrobora que esta especie en los
municipios de Xico y Atotonga, Veracruz presenta dos generaciones por afo, ya
que en 2018 se observaron larvas en febrero y en septiembre, y en 2019 se
observaron huevecillos durante enero y febrero y otra vez en julio, tiempo en que
también fue observada la hembra. Ademas, de acuerdo con antecedentes
previos al proyecto, el 04 de agosto de 2016 se recolectaron varios adultos
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mientras ovipositaban. De manera general, y bajo las limitaciones que impuso el
bajo nivel de poblacion del insecto, puede decirse que este insecto presenta una
generacion de enero a agosto y otra de agosto a diciembre.

Zadiprion sp. circa rohweri en el municipio de Atzalan, Veracruz

En principio se determind que esta especie nominada inicialmente como
Zadiprion sp. circa rohweri, constituye una nueva especie, la cual sera descrita
en un manuscrito que serd enviado para publicacién en la siguiente etapa del
proyecto. En cuanto a la fenologia, las observaciones realizadas en campo
durante la segunda etapa permitieron complementar y precisar la informacion en
este aspecto de estudio. La fenologia de esta especie se describe de la siguiente
manera: La especie presenta una emergencia bimodal; es decir, hay un periodo
de emergencia de adultos a fines de junio y posteriormente otro a partir de la
segunda semana de julio hasta la primera semana de agosto. Las primeras
larvas pueden observarse principalmente a partir de la primera semana de
agosto; sin embargo, excepcionalmente, algunas se observan desde mediados
de junio. El desarrollo de instares intermedios se presenta en la tercera semana
de agosto y primera semana de septiembre, cuando la defoliacién y los grupos
de larvas son mas notorios en el follaje. Para la tercera semana de septiembre
se presentan desde instares intermedios y avanzados, hasta los primeros
capullos. El desarrollo larvario continua y para la segunda semana de octubre la
mayoria de las larvas llegan a su estado final de desarrollo y son menos
abundantes, ya que descienden al suelo para tejer sus capullos y entrar en el
estado de prepupa. Para mediados de octubre la defoliacion es notable llegando
en algunos arboles a alcanzar del 90 al 100%.

Se corrobor6 que el desarrollo larvario es relativamente rapido, ya que dura
principalmente de la primera semana de agosto a la tercera semana de octubre,
lo cual significa una corta ventana de oportunidad para el saneamiento. Durante
este corto periodo el nivel de defoliacion puede llegar hasta el 90 a 100% en
arboles jévenes y adultos.

Monoctenus sp. en Ixcateopan de Cuauhtémoc, Guerrero

Los adultos se observaron del 18 de julio al 24 de agosto, ya no observandose
después del 04 de septiembre, lo que representa un mes mas tarde de lo
reportado para M. sanchezi en San Luis Potosi. En total, se observaron 187
hembras y solo dos machos; lo cual coincide con los datos de San Luis Potosi,
donde se observo una baja emergencia de machos. La revision de los cocones
permitié determinar que las pupas se observan desde el 27 de abril, con la mayor
presencia del 27 de julio al 10 de agosto, lo que coincide con la emergencia de
adultos y con la disminucion de los gusanos verdes en los cocones, y representa
dos meses antes de lo reportado para M. sanchezi.
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La presencia de larvas se detecto después del 18 de julio, con la mayor poblacion
el 10 de agosto, la que se mantuvo hasta el 29 de septiembre. La mortalidad de
larvas, efecto del tratamiento de combate, se observé después del 04 de
septiembre, que representa 10 dias después de la aplicacion. Los nuevos
cocones se empezaron a formar después de octubre, y dentro de ellos, los
gusanos permanecieron en diapausa (gusano verde dentro de los cocones sin
alimentarse), con mayor proporcion en noviembre y diciembre; en esta condicion
permanecieron hasta el 09 de abril de 2019. Estos datos indican que las pupas
se forman a partir de finales de abril, como se presentd en 2018. Los datos
permiten inferir que solo se presenta una generacion por afo, al igual que en
San Luis Potosi, aunque con diferencias en la época de aparicién, debido a
condiciones de clima, el cual fue mas calido en Guerrero, y con la presencia de
lluvias para la emergencia de los adultos.

De los factores que afectan la poblacibn de cocones en el suelo, el mas
importante es la mortalidad ocasionada por parasitoides, seguido por la
depredacion por roedores, moscas de la familia Bombyliidae y Tachinidae. De
los hongos entomopatégenos, B. bassiana fue el mas prevaleciente, en
comparacion con M. anisopliae.

De los frascos bajo condiciones controladas, se observd la emergencia de
adultos de Monoctenus sp., del 30 de septiembre al 3 de octubre, lo cual
representa un retraso, respecto a lo que ocurre en forma natural, y da una idea
de que el detonante para la emergencia es la lluvia; evento que no ocurrio en la
camara climéatica. Emergieron 32 hembras y un macho, lo cual es acorde a lo
que ocurre naturalmente.

Neodiprion omosus en Aguascalientes

Bajo las condiciones de clima natural N. omosus present6é una generacion por
afio con la oviposiciéon en junio y julio observandose las larvas desde agosto a
octubre (Cuadro 6), aunque en 2019 se observo su presencia desde el 25 de
julio. Los capullos de esta poblacion se observan enterrados en el suelo de
agosto a septiembre y la prepupa permanece en latencia dentro de ellos. Si las
condiciones de temperatura son frias la emergencia de adultos coincide con el
inicio de las lluvias el siguiente afio, lo cual esta acorde a los sefialamientos de
Sanchez y Gonzéalez (2007) sobre la presencia de N. omosus en la Sierra Fria
de junio-agosto. Sin embargo, en Guerrero se ha reportado la presencia de dos
generaciones de adultos una en junio-julio y otra en septiembre-octubre
(Comunicacién personal de Juan Carlos Gémez Nufiez, Enlace de Sanidad de
la CONAFOR en Guerrero).
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Cuadro 6. Etapas de desarrollo de Neodiprion omosus en Pinus Leiophylla,
observadas bajo condiciones climaticas naturales en el Campo Experimental
Pabellén. Aguascalientes, en 2018.

Estado EFMAMJ J A S 0] N D
Larvas 0 0 0O 0O 0O O 2507/2019 09/08/2018 17/09/2018 17/10/2018 0 O
Capullo 00 00 OO 0 06/08/2018 19/09/2018 0 O
Adultos 0 0 000 O 0 25/08/2019 0 16/10/2018 0 O

Bajo las condiciones de laboratorio, en la camara bioclimatica, se observo que
N. omosus puede emerger como adulto en agosto y octubre confirmando el
sefialamiento de la situacion de Guerrero de que pudiera presentarse mas de
una generacion por afio. Con el empleo de camara Binder y los adultos de la
poblacion obtenida de La Congoja se obtuvieron dos generaciones adicionales,
conformando en total tres generaciones, dos adicionales a lo que ocurre en
forma natural. (Figura 17).
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Figura 17. Fenologia de Neodiprion omosus producida por Infestacion inducida
en P. leiophylla en Aguascalientes.

Con los primeros adultos se logré que las moscas sierra ovipositaran del 26 de
agosto al 24 de septiembre, lo cual dio origen a las larvas del 18 de septiembre
al 26 de octubre y se obtuvieron las pupas del 15 de octubre al 14 de enero de
2019; de estas pupas emergieron los nuevos adultos del nueve de noviembre al
14 de enero. Cabe mencionar que esta generacion no se presenta en forma
natural. Con las nuevas moscas se inicid otra generacién con los huevecillos del
17 de octubre al 16 de noviembre que dieron origen a las larvas de 26 de
noviembre al 06 de febrero de 2019, estas empezaron a pupar del 24 de
diciembre al 20 de marzo dando origen a una nueva generacion de adultos del
29 de enero al 21 de marzo. Se traté de obtener otra generacion adicional a
partir de marzo-abril; sin embargo, existié6 poca oviposicion y/o los huevecillos
no emergieron. Se considera que, por las altas temperaturas y la poca humedad

35



relativa, es necesario inducir la oviposicién sobre pequefios arboles en macetas
dentro de la cAmara bioclimatica.

Sitios con presencia de Virus de Poliedrosis Nuclear

Se revisaron 18 grupos de cadaveres de larvas de Diprionidae en microscopio
optico (400 y 1000X) con técnica de contraste de fases y de campo obscuro.
Dichos cadaveres procedian de colectas de campo de distintas regiones del pais.
Algunas de estas muestras fueron colectadas desde 2013, otras en afios mas
recientes y, la mayoria, durante las actividades de este proyecto. Los hallazgos
en éstos se compilan en el Cuadro 7.

Seis muestras (2, 3, 7, 14, 16 y 17 Cuadro 7), de cinco origenes geograficos
distintos (Zehuaran, Chi.; Durango (Jaula 16), Pachén, Pueblo Nuevo, Dgo.;
Sierra de Ixtapa e; Ixcateopan de Cuahutemoc, Gro.) pertenecientes, al menos
a tres especies distintas [Monoctenus sp., Z. ojedae (probable) y Z. falsus]
tuvieron cadaveres con cuerpos brillantes parecidos poliedros baculoviricos. La
consistencia de los cadaveres con cuerpos brillantes fue variable: unas fueron
cuerpos licuados, como es comun en lepidopteros muertos por baculovirus; pero
otros fueron firmes correosos e, incluso, los hubo duros. Adicionalmente a los
cuerpos brillantes se encontraron microorganismos como bacterias de tipo coco
o bacilo, microsporidios y hongos. Frecuentemente hubo dos o mas de estos
grupos de microoganismos en un solo cadaver.

Aunque de acuerdo con la experiencia previa de este equipo de trabajo, centrada
en baculovirus de lepidépteros, algunas caracteristicas de los cuerpos brillantes
hallados en estos diagndésticos motivan duda sobre su naturaleza baculovirica,
pero también hay evidencias que sugieren que tales cuerpos brillantes si pueden
ser poliedros baculoviricos. Las caracteristicas que motivan duda son: 1) su
relativa poca abundancia en la mayoria de los cadaveres revisados, aunque
algunos si tienen suficiente abundancia como para ser considerados poliedros
baculoviricos; 2) la relativa firmeza de los tejidos de la mayoria de los cadaveres
con cuerpos brillantes y; 3) el resultado negativo en la prueba de PCR realizada
con un primer genérico para baculovirus de lepidépteros.

Las evidencias que sugieren que esos cuerpos brillantes si pueden ser poliedros
baculoviricos son las siguientes: 1) uno de los equipos participantes de
investigacion participantes en este proyecto, los colegas del CENID-PAVET del
INIFAP, ubicado en Jiutepec, Morelos., usando un primer mas especifico para
los baculovirus de Diprionidae, encontré individuos positivos e incluso pudo
cultivar el virus en una linea de células permisivas de Spodoptera frugiperda. En
nuestra porcidén de esa colecta, encontramos individuos con cuerpos brillantes.
2) Cuatro cadaveres de los que revisamos, pertenecientes a distintas muestras,
fueron usados como indéculo para tratar sendos grupos de larvas de Z. rohweri y
los cuatro reprodujeron sintomas compatibles con infeccion baculovirica (pérdida
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gradual de movilidad y muerte), ademas de proliferacion de cuerpos brillantes en
sus cadaveres. 3) Comunmente, los baculovirus de Diprionide atacan solo a las
células del intestino, implicando la posibilidad de que el resto del cuerpo de las
larvas afectadas se mantenga firme, lo cual explicaria su aspecto correoso o
duro, segun el agrado de degradacion de sus tejidos por efecto de otros
microrganismos concomitantes o saprofiticos. Con base es lo anterior,
postulamos que los cuerpos brillantes que encontramos en diversos cadaveres
de moscas sierra son, muy probablemente, poliedros baculoviricos, a pesar de
que nuestro primer de PCR, genérico para baculovirus de lepidoptera, no lo
detecta. Sin embargo, esta incertidumbre temporal, se superara cuando
tengamos el primer especifico para baculovirus de Diprionidae. EI cual
pediremos a los colegas del CENID-PAVET. También intentaremos conseguir
una muestra comercial del virus de baculovirus de Zadiprion avietis, AbietivT™™, el
cual usaremos como testigo positivo especifico en las nuevas PCR que se
correran a las muestras de ADN extraidas a los diprionidos. Esto los meses por
venir dentro de la vigencia del proyecto. La poca biomasa de cadaveres de
mosca sierra con cuerpos brillantes obtenida hasta ahora, nos ha limitado hacer
procedimientos de purificacion. Necesitamos conseguir abundantes larvas
susceptibles para incrementar el indéculo hasta poder purificarlo

Cuadro 7. Grupos de cadaveres de larvas de Diprionidae colectadas en distintas
regiones de México y resultado de su revision microscopica en microcopio
opticos a 400 y 1000X

Grupo Identificacion y nimero de Comentario Resultado

individuos revisados (n)

Predio la Barranca, SLP. (10) Colecta de 2013 Cocos y microsporidios.

"Virus" Zerahuaran, Chi. Cuerpo licuado Hifas de hongos
Muy pocos cuerpos brillantes

"Virus" jaula 16, Dgo. Pocos cuerpos brillantes
Bacilos pequefios

Cruz de Piedra, Pueblo Nuevo,  Colecta de 2013 Bacilos, microsporidios y cocos.

Dgo. (10)

Los Alamites, Sierra Fria, Ags. Colecta de 2013 Cocos

(10)

Chimaltitlan, Jal. (10) Colecta de 2013 Cocos y microsporidios

El Pochén, Pueblo Nuevo, Cuerpo licuado 1, abundantes cuerpos brillantes

Dgo. (10) Colecta de 2013

Zadiprion falsus
9 larvas con bacilos y cocos
Guachochi, Chih. (10) Colecta de 2013 Bacilos y cocos
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(Cuadro 1). Continuacion ......

Grupo Identificaciéon y nimero de Comentario Resultado
individuos revisados (n)
9 San Juan Parangaricutiro, Colecta de 2013 Cocos
Mich. (10)
10 Pueblo Nuevo, Dgo. (10) Larvas negras Bacilos, microsporidios y cocos
preservadas en masa y
parcialmente
desintegrados.
Colecta 2013.
11 Pueblo Nuevo, Dgo. (10) Larvas café-amarillo. Bacilos, microsporidios cocos
Preservados en masa y
parcialmente
desintegrados.
Colecta 2013
12 Cruz del muchacho, Gémez Colecta 2013 Bacilos y microsporidios
Farias, Jal. (10)
13 Cruz del muchacho, Gémez Larvas negras y Bacilos y micrsporidios
Farias, Jal. (10) deshidratadas en capsulas
de gelatina. Colecta 2013.
14 Cadéaveres colectados en la Tomadas de las aciculas 1, cuerpos brillantes en gran
sierra de Ixtapa de ramas bajas. Cuerpo abundancia
(43 larvas). Posiblemente Z. negro, escurrido y _ _ _
ojedae COITeonso. 37, bacilo pequefio y ovoide y escasos
Colecta 20109. cuerpos brillantes
3, cuerpos brillantes poco abundantes,
bacilo largo y microsporidios
Cadaveres secos y duros 2, abundantes cuerpos brillantes
colectados al pie de los
pinos
15 Cadaveres colectados en sierra | 85 Incubadas en camara Predominio de hongos contaminantes. Un
de Ixtapa. Larvas secas y duras | himeday 60 en agar de aislamiento de bacilo mediano y otro de
colectadas al pie de los arboles PDA. Colecta de 2019 Beauveria bassiana.
(125)
16 Monoctenus sp. de Ixcateopan, | Larvas enviadas por 1 con cuerpos brillantes
Gro. (25) mensajeria y muertas 6 con de cocos abundantes
durante su en traslado al 10 con cocos en poca abundancia
COLPOS. Consistencia 8 con cocos, microsporidios y bacilos
dura.
17 Monoctenus sp. Ixcateopan, Colectadas vivas y muertas | 3 con cuerpos brillantes escasos
Gro. Larvas (75) en trayecto a COLPOS. 72 con cocos
Consistencia firme.
18 Monoctenus sp. Pupas de Colectadas en agosto y 102 revisadas:
Ixcateopan, Gro. recibidas en Ixcateopan en | 54 vivas, 31 muertas y secas; 7 muertas
419 recibidas; 102, revisadas noviembre del 2018 frescas; 10 parasitadas por Tachinidae.

Inoculacion de cadaveres con sospecha de virosis

Cuatro larvas (cadaveres) procedentes de distintas muestras de las enlistadas
en el cuadro 7, fueron usadas como fuente de in6culo para tratar larvas sanas
de Z. rohweri, procedentes de Xicotes y Atzalan, Veracruz. El criterio para
elegirlas como fuente de inoculo fue la presencia de cuerpos brillantes
semejantes a poliedros baculoviricos o la inscripcién “virus” en su etiqueta de
campo. Sus identidades, caracteristicas y efectos en las larvas de Z. rohweri se
consignan en el Cuadro 8. Con cada uno de éstos inoculos fuente se trato a un
grupo de 20 larvas sanas de Z. rohweri con propdsito de reproducir al patégeno
gue matd a los individuos fuente. Posteriormente, con cadaveres resultantes de
los in6culos 1a y 4a enlistados en el Cuadro 8 (los que mas poliedros tuvieron),
se inocularon otras 30 larvas con cada fuente, esta vez para para fijar individuos
con sintomas de enfermedad, pero aun vivos, con propdésito de obtener ADN de
buena calidad para pruebas de PCR. El propdésito fue fijar estas larvas en la
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etapa de replicacion activa del virus, pero aun sin degradacion de sus tejidos
porque se ese modo se obtendria ADN de la mejora calidad.

Las larvas del primer grupo de inoculaciones desarrollaron sintomas de
enfermedad: dejaron de comer, tuvieron movimientos gradualmente mas lentos
y morian con manchas obscuras en el abdomen. Al revisarlas sus cadaveres
bajo el microscopio se obtuvo lo siguiente. Los dos inoculos con fuerte
abundancia de cuerpos brillantes indujeron proliferacion de cuerpos brillantes en
la mayoria de las larvas tratadas (17 de 19y 18 de 22, para los inéculos lay 4a,
respectivamente). Los otros dos indculos fuente, con poca abundancia de
cuerpos brillantes 2a y 3a, indujeron presencia de cuerpos brillantes en 1 de 20
y 6 de 20 larvas, respectivamente y, adicionalmente la proliferacion de alguno de
tres tipos de bacilos (pequefios, medianos o grandes), todos diferenciables en
microscopio bajo 1000X y campo obscuro. De las 20 larvas tratadas con el
in6culo 2a, 13 tuvieron proliferacion de hifas semejantes a las encontradas en el
in6culo fuente, por lo que se deduce que dicho hongo contribuyo,
concomitantemente, con los cuerpos brillantes, a la muerte del individuo donante
del inoculo fuente. Finalmente, 5 larvas inoculadas con las fuentes 2a, 3a o 4a,
mostraron también proliferacién de una bacteria de tipo coco, la cual siempre fue
concurrente con alguno de los microorganismos previos: hifas fungicas, bacilos
o0 los cuerpos brillantes.

Por su parte, los cadaveres del segundo grupo de inoculaciones también
manifestaron sintomas de enfermedad. Cada 24 h fueron revisados para fijar a
los individuos con movilidad reducida. Luego de fijarlos en agua calientes, se les
preservo en alcohol al 70% para su posterior procesamiento para extraccion de
ADN y PCR. Los individuos que murieron entre una y otra revision fueron
conservados en congelacion para posterior diagndstico en microscopio.

Cuadro 8. Inoculacion de larvas de Zadiprion rohweri con macerado de cadaveres
sospechosos de virosis por presencia de cuerpos brillantes o por su aspecto al
colectarlos en campo.

Diagnéstico
Tratamiento Etiqueta In6culo Fuente* Microscépico Efectos en larvas de Z. rohweri
Z. falsus, Pachén. Pueblo Cuerpos brillantes Cuerpos brillantes (17/19)*;
la Nuevo, Dgo. abundantes Bacilo pequefio (10/19); mediano (8/19).
Cuerpo licuado Cuerpos brillantes (1/20);
Hifas de hongos Bacilo pequefio (6/20), mediano (5/20);
"Virus" Zerahuaran, Chi. Muy pocos cuerpos grande (8/20), Hongos (13/20) y cocos
2a brillantes (2/20).
Cuerpos brillantes (6/20);
"Virus" jaula 16, Dgo. Bacilos pequefios Bacilo pequefio (20/20); mediano (9/20);
3a Pocos cuerpos brillantes  cocos (1/20).
Cuerpos brillantes Cuerpos brillantes (22/22);
Cadaver duro. Ixtapa, Gro. abundantes Bacilo pequefio (2/20); mediano (6/20);
4a Posiblemente Z. ojedae. grande (10/20).

*| Los in6culos 2a y 3a no mostraron cuerpos brillantes semejantes a poliedros baculoviricos, pero el
aspecto de sus cadaveres los hacia sospechosos de dafio por virosis.
**| La mayoria de los cadaveres de las larvas tratadas tenian mas de un tipo de miroorganismo a la vez.
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Busqueda de donantes de ADN positivo a baculovirus

Dado que la técnica de PCR requiere ADN positivo (testigos positivos), se
buscaron individuos donantes de ADN portadores de infeccién encubierta entre
lepidépteros de varias especies del género Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae)
de seis origenes geogréficos Cuadro 9. Cuando se obtuvieron varios
especimenes positivos (adultos de S. exigua procedentes de Tamaulipas y
larvas de S. exigua de Cordoba Espafia) fue posible iniciar con los diagndsticos
de larvas de moscas sierra.

Cuadro 9. Muestras de Spodoptera spp. procesadas por PCR para buscar
testigos positivos a la infeccidn por baculovirus, calificacion del ADN
obtenido y resultado de la PCR.

Muestra y numero de individuos Calificacion  Diagnostico
procesados (n) del ADN

Spodoptera frugiperda (Gro.) Limpio Negativo

S. Frugiperda (Oax.) Limpio Negativo

S. Frugiperda (COLPOS) Degradado

Spodoptera sp. (Gto.) Limpio Negativo

S. exigua (Tam.) Limpio Positivo

S. exigua (Espafia) Limpio Positivo

Diagnoéstico de Baculovirus de Moscas Sierra por PCR

Para determinar si existia 0 no presencia de baculovirus en cadaveres de larvas
de moscas sierra colectados en campo o tratados en laboratorio, se hicieron
extracciones de ADN a diversas muestras, las cuales se enlistan en el Cuadro
10. Algunas de las muestras analizadas dieron ADN degradado, el cual no es util
para la PCR; no obstante, a varios de esos individuos se les realizo la prueba
igual que a los que dieron buen ADN.

Todos los individuos procesados por PCR dieron resultado negativo,
independientemente de la calidad del ADN obtenido en las extracciones Cuadro
10. No obstante este resultado, hay razones los razonamientos discutidos en el
punto (2) siguieren que muy posiblemente si tenemos individuos con infeccion
baculovirica en nuestras muestras, lo cual podria verificarse mas adelante
cuando consigamos el primer especifico para baculovirus de moscas sierra que
han usado los colegas de CINID-PAVET, usaron un primer especifico para
baculovirus de Diprionidae, mientras que nosotros en el COLPOS, hemos usado
un primer genérico para baculovirus de lepidopteros. Estimamos que muy
probablemente nuestro primer (genérico para baculovirus de Lepidoptera) no
detecta a los baculovirus de Diprionidae. Adicionalmente, también intentaremos
conseguir una muestra de baculovirus de Neodiprion abietis, comercializado en
Canada como Abietiv™ para tener un testigo positivo especifico y mejorar la
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precision de nuestras determinaciones en lo que resta de los trabajos de este
proyecto.

Cuadro 10. Muestras de Diprionidae procesadas por PCR para buscar individuos
positivos a infeccion encubierta por Baculovirus, calificacion del ADN
obtenido y resultado de la PCR.

Muestra y nimero de individuos Calificacién del Diagnéstico por
procesados (n) ADN PCR

Cruz del muchacho 1. Zadiprion sp. Larvas degradado Negativo*
delgadas. Gémez Farias, Jal. (9)

Cruz del muchacho 2. Zadiprion sp. Larvas degradado Negativo*

negras. Gomez Farias, Jal. (9)

Zadiprion sp. Pueblo nuevo, Dgo. Bueno Negativo

Larvas (90)
Larvas de Monoctenus sp, de Ixcateopan, Gro.

Pupas de 2017 (40) degradado
Larvas cocidas y preservadas en alcohol de 49 bueno, Negativo
2018 (80) 31 regular o
degradado
Larvas de Zadiprion ojedae de Guachochi, Chi.
ADN extraido con fenol (40) 20 malo Negativo
20 bueno
ADN extraido con chelex (20) Regular Negativo
ADN extraido con fenol (40) Bueno Negativo
ADN extraido con fenol (30) Bueno Negativo

Induccion de la brotacion de las infecciones encubiertas

De acuerdo con experiencias previas nuestras y varios reportes cientificos,
diversos factores de estrés fisioldgico como agentes quimicas, fisicos y
biolégicos, [por ejemplo, el Sulfato de Cobre (CuSQOs4)], pueden ocasionar que,
infecciones encubiertas de baculovitrus se activen en poblaciones de bajo cria,
por ejemplo: en Spodoptera exigua, donde lo hemos hecho reiteradamente para
recuperar indculo viral silvestre.

Con base en estos antecedentes, hicimos dos pruebas de induccion de
activacion de infecciones virales latentes: una con Z. ojedae de Guachochi, Chi.
y otra con Z. rohweri, de Xicotes y Atzalan, Veracruz. En la primera se
impregnaron aciculas de Pinus duranguensis (hospedera natural de Z. ojedae)
con concentraciones de 2.5, 1.0, 0.5, 0.25 y 0.125% de sulfato de cobre.
Gradualmente, las larvas tratadas fueron dejando de comer y perdieron
movilidad y murieron. Los individuos bajo tratamiento se revisaron cada 24 h, las
larvas y los individuos muertos fueron congelados para su diagndstico posterior,
el cual fue realizado mediante la revision de un frotis de los tejidos de cada
cadaver bajo microscopio a 400 y 1000X con la técnica de contraste de fases y
campo obscuro, el cual arrojo los resultados compilados en el Cuadro 11.

Este resultado muestra que el agente de induccién viral ensayado, no activod
infecciones virales, pero si la proliferacion de dos tipos de bacilos (largos o
cortos), en forma dosis dependiente. Bajo dosis altas (2.5, 1.0, 0.5%),
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proliferaron los bacilos largos, mientras que, en dosis bajas (0.25. y 0.125 %),
los bacilos pequefios (ovoides). Adicionalmente, es relevante que las larvas
muertas en el testigo tuvieron tanto al bacilo pequefio como cuerpos brillantes,
sugiriendo que tanto el bacilo pequefio como los cuerpos brillantes se inhiben
con la proliferacién de los bacilos largos favorecidos por las dosis altas del sulfato
de cobre. Por su parte, el tiempo de mortalidad de las larvas negativamente
dependiente de la dosis: 8 dias en las dosis altas y 14 en las bajas.

Cuadro 11. Hallazgos en cadaveres de Zadiprion ojedae tratados con solucion
de sulfato de cobre impregnado su dieta natural.

Dosis (%) Larvas muertas Vivas Revisadas  Hallazgos

2.5 20 0 10 6, bacilos largos abundantes
1, bacilos largos escasos
1, bacilos pequefios escasos

1 20 0 10 6, bacilos largos abundantes

2, bacilos largos escasos
1, bacilos pequefios escasos

0.5 17 3 10 3, bacilos largos abundantes
1, bacilos con largos escasos
1, bacilos pequefios escasos

0.25 14 6 10 1, bacilos largos escasos
1, bacilos largos abundantes
3, bacilos largos escasos y bacilos cortos
abundantes
2, bacilos pequefios abundantes y
cuerpos brillantes escasos

0.125 13 7 10 2, bacilos abundantes y pequefios
1, bacilos escasos y cocos muy
abundantes
3, bacilos pequefios abundantes
0.0 (testigo) 4 16 4 4, bacilos pequefios y cuerpos brillantes

€Scasos

La evidencia obtenida en este ensayo sugiere que el sulfato de cobre hizo algun
dafio a la membrana peritréfica del intestino de las larvas o dafio fisioldgico en
su sistema inmune y, que dicho dafio, permitié que la flora residente del intestino
proliferara en el hemocele (septicemia), la cual causé la muerte de las larvas. La
mitad de los cadaveres tratados se conservan en congelacién, para un intento
posterior de cultivo e identificacion de las especies bacterianas causantes de la
septicemia y subsecuentes pruebas de patogenicidad. Se estima que es
igualmente posible que las bacterias encontradas en los cadaveres sean inocuas
0 que, siendo patogénicas, causan enfermedad cuando los huéspedes sufren
algun estrés que les reduce su resistencia natural al patdogeno.

El hecho de que concentraciones bajas, <0.25%, aplicadas una sola vez o
reiteradamente inducen mortalidad, resulta relevante porque tales
concentraciones son menores 0 semejantes a las utilizadas para corregir
deficiencias de cobre como micronutriente o para tratamientos fitosanitarios
contra enfermedades fungosas o bacterianas de las plantas cultivadas, lo cual
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sugiere cierto potencial de uso de este compuesto como agente de control por
facilitacién de epizootias en estos insectos. Aunque aun se necesitan pruebas
de campo, es posible que dosis cercanas a 0.5 kg de sulfato de cobre asperjado
por hectarea podrian dar algan grado de induccién de tales epizootias.

Aislamiento de y-Baculovirus en el CENID PAVET

Se comprob6 que las células Sf9 que recibieron particulas virales de manera
forzada con transfectina (BIORAD) pueden ser usadas para corroborar la
presencias del y-baculovirus en las muestras de pupas de Zadiprion rowheri y
Neodiprion sp sospechosas de infeccién viral y probablemente sirvan como
preparacion de suspensiones virales utiles para posterior infeccion de los cultivos
celulares obtenidos de las moscas sierra sin embargo pese a observarse cuerpos
de oclusion en el nucleo de las células Sf9 estos no se multiplicaron ni indujeron
el efecto citopatico en las células afectadas y tampoco dieron reaccion positiva
en el PCR de polihedrovirus usado por lo que se concluye que los poliedrovirus
gue se observaron no corresponden al tipo de virus buscado y/o esperado Figura
18.

Figura 18. Aspecto de infeccion forzada de poliedrovirus en células Sf9. La flecha
indica donde se observan cuerpos de inclusién en los nucleos de las células.
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Incremento de Poblaciones de moscas sierra

Para Neodiprion omosus se han recolectado larvas de infestaciones naturales
que se han criado en camaras bioclimaticas y se han realizado pruebas de
incremento mediante el embolsado de ramas con malla (Figura 19), llegando a
tener mas de 500 pupas de esta especie. Se ha enviado material biologico a
colaboradores para pruebas de adaptacion a cria artificial y de obtencion de
lineas de células.

Figura 19. Infestacion de ramas de Pinus leiophylla con Neodiprion omosus bajo
la técnica de embolsado de ramas en el CEPAB.

Aislamiento de lineas celulares y cultivos primarios

Se obtuvieron los 6rganos internos de la larva (Figura 20) que incluyeron el
intestino y las glandulas salivales, que se mantuvieron durante meses en medio
de cultivo y en el caso de las glandulas salivales (Figura 21) se encontré que
constituyen un linea muy estable que podrian ser Gtiles en la replicacién del
poliedrovirus que podrian ser un objeto de estudio y verificar si el virus podria
infectarlas.

Figura 20. Comparacion de intestinos de moscas de la familia diprionidae. A)
llustracién representativa del aparato alimentario de Neodiprion abietis (Lucaroti
et al., 2011). B) Intestinos disectados de N. abietis C) Diseccion de la larva de
Monoctenus sanchezi.
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Conducto anterior
de las glandulas
salivales de N.
abietis (Lucaroti et
al, 2011)

Ep capa de células

Cultivo de glandulas salivales obtenidas cap
| de Monoctenus sanchenzi epiteliales

Figura 21. Cultivo de 6rgano de glandulas salivales y comparacion con las
células reportadas en la literatura.

Se obtuvieron siete lineas celulares de las pupas y cuatro lineas celulares de los
huevos que se mantienen estables con signos de crecimiento lineal a lo largo de
tres meses de cultivo celular experimental (Cuadro 12). Estas células son en su
mayoria diferenciadas y algunas facilmente identificables como amebocitos,
monocitos y células epiteliales comunes en otros artrépodos. Sin embargo,
algunas células son dificiles de identificar por comparacion y es necesario una
mayor cantidad de observaciones para tratar de clasificarlas por otros
procedimientos. Actualmente los cultivos progresan creciendo de manera lineal
y se espera que y medio alternativo pueda inducir crecimiento exponencial que
es el tipo de crecimiento necesario para cultivar un y-baculovirus util en
procedimientos de control bioldgico.

Cuadro 12. Lineas celulares de moscas sierra de la familia Diprionidae

Geénero/especie de Lugar de Estadio de Tipo de células Medio de cultivo Tiempo de
avispa aislamiento desarrollo obtenidas cultivo
Neodiprion sp Sierra fria, Huevos, Embrionarias, MEM/GRACE seis meses
Aguascalientes larvas, pupas, amebocitos, Complementados
adultos epiteliales,
grasas.
Zadiprion rowheri Miguihuana, Huevos, Embrionarias, MEM/GRACE cuatro
Tamaulipas larvas, pupas, amebocitos, Complementados meses
adultos epiteliales,
grasas.
Zadiprion ojedae Guachochi, Huevos, Embrionarias, MEM/GRACE tres meses
Chihuahua larvas, pupas, amebocitos, Complementados
adultos epiteliales,
grasas.
Monoctenus sp Ixcateopan, Huevos, Embrionarias, MEM/GRACE cuatro
Guerrero larvas, pupas, amebocitos, Complementados meses
adultos epiteliales,
grasas.

Cria de larvas de moscas sierra en dieta artificial

Las larvas de Monoctenus sp. en dieta artificial produjeron 1/8 de la cantidad de
excretas producidas por igual nimero de larvas en la dieta natural (Cuadro 13);
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mientras que las larvas Z. ojedae, sobrevivieron 11.2 d y produjeron < de 2% de
las excretas de las larvas en dieta natural. Claramente, las larvas de ambas
especies de moscas sierra, mostraron un nivel de consumo muy bajo de las
dietas artificiales proveidas. Puede afirmarse que esa cantidad consumida no les
proporciona suficiente energia y nutrientes para completar su desarrollo larval,
lo cual explica su gradual pérdida de movilidad y muerte. Con lo observado, aun
no es clara la razén de tan reducido consumo de la dieta artificial, pero se
postulan dos posibles razones: posible falta de estimulantes del consumo
(sustancias quimicas presentes en el follaje fresco y ausentes en el follaje seco
y molido) o adaptaciones conductuales que les inducen a comer de las aciculas
y no de una placa de dieta. En futuros intentos, las sustancias del follaje fresco
podrian incorporarse a la dieta artificial machacando brotes tiernos, en vez de
triturar las ramillas (o aciculas) secas.

Cuadro 13. Excretas y longevidad de Monoctenus sp. y Zadiprion ojedae
alimentadas con dieta natural y artificial

Monoctenus sp.! Zadiprion ojedae!l
Bajo dieta Bajo dieta  Dieta Natural Dieta artificial
natural artificial? Pinus Pinus Pinus
Juniperus duranguensis  duranguensis  douglasiana
flaccida (50) (50) (50)

379 41

-—- -—-- 5,578 106 56

1| Para Monoctenus se observaron 18 larvas en cada dieta; mientras que para Z. ojedae, se
observaron 50 en cada dieta.
2 Ensayo suspendido cuando las larvas en dieta natural iniciaron la pupacion

Distribucion de especies de moscas sierra

Se conformd un archivo donde se identifican los puntos de deteccién y/o dafios
por moscas sierra considerando varias fuentes de informacién y con el cual se
realizaran los mapas de distribucién actual y futura. Se muestran mapas
preliminares por género (Figuras 22, 23, 24 y 25)

Figura 22. Distribucion de los ataques de mosca sierra en la Republica Mexicana
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Figura 23. Distribucion de los ataques de Monoctenus spp. en la Republica
Mexicana

Figura 24. Distribucién de los ataques de Zadiprion spp. en la Republica
Mexicana

Figura 25. Distribucion de los atagues de Neodiprion spp. en la Republica
Mexicana
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Anexo A.- REPORTE TECNICO ACTUALIZADO SEGUNDA ETAPA
Clave del Proyecto: CONAFOR 2017-CO2 NUM: 291304

Titulo del Proyecto: ESTADO DEL ARTE SOBRE TAXONOMIA,
FENOLOGIA, Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE MOSCAS SIERRA DE
CONIFERAS (Zadiprion spp., Neodiprion spp. y Monoctenus spp.) QUE
HABITAN LOS BOSQUES DE MEXICO, ASIi COMO LA DETECCION E
IDENTIFICACION DE VIRUS DE POLIEDROSIS NUCLEAR CON POTENCIAL
PARA EL CONTROL BIOLOGICO ESPECIFICO.

Sujeto de Apoyo: INIFAP-Campo Experimental Pabell6n, Aguascalientes
Informe No.: 2 de 3. Periodo: Octubre de 2018 a Octubre de 2019

1. AVANCES DEL PROYECTO EN LA ETAPA
Durante 2019, se recolecté material biol6gico en 11 estados (Ags., Chih., Coah.,

Gro., Gto., Hgo., Mich., Oax., Pue., Tamps., y Ver.) y se obtuvo donaciones de
tres (BCN, Gto., y Gro.). Se conform6 una coleccion de referencia de larvas
mosca sierra (una copia se entregara a CONAFOR) solo falta recolectar material
de Tlaxcala. Se identificé a Neodiprion abietis como la especie que esta dafando
Abies concolor en el area de anidacion de la cotorra serrana occidentral,
constituyéndose un nuevo registro de la especie para Mexico. Se obtuvo
evidencia para describir dos nuevas evidencias de Zadiprion en Aguascalientes
y otra en Veracruz. (los escritos estan en proceso). Respecto a Monoctenus se
Constatd que la especie que esta afectando Juniperus flaccida en Guerrero es
diferente a Monoctenus sanchezi que afecta a este cedro en San Luis Potosi Y
Xichu, Guanajuato. Se obtuvo la fenologia de Zadiprion rowheri que afecta Pinus
cembroides en Miquihuana Tamaulipas y Zadiprion circa rowheri en Veracruz
sobre Pinus chiapensis, asi como Monoctenus sp en Ixcateopan, Guerrero;
Neodiprion omosus en Aguascalientes. Se estan elaborando mapas de
distribucién de las infestaciones de mosca sierra en la Republica Mexicana. Se
obtuvieron los protocolos para la determinacion molecular de larvas y adultos de
moscas sierra. Se ingresaran los datos de identificacion de las especies
mexicanas a las bases de datos genéticos ya que actualmente solo determinan
para género por la falta de informacién de las especies de México. Se obtuvo la
metodologia para obtener lineas de células de moscas sierra de los diferentes
géneros. Se tienen varias detecciones sospechosas de virus de poliedrosis
nuclear (por la presencia de cuerpos brillantes observados en microscopio de
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contraste de fases). Se logro aislar al VPN presente en Zadiprion rowheri en
Tamaulipas aunque no se incrementa en la linea de sf9. Los primers y pruebas
de PCR empleado hasta ahora no identifican los VPN en moscas sierra. Las
pruebas con dieta artificial no han logrado el éxito adecuado y se estan
incrementando las poblaciones con el método de la malla en arbol hospedero.

2. LOGRO DE METAS RESPECTO DE METAS COMPROMETIDAS

Solo falta obtener muestras biolégicas de Tlaxcala, aunque se obtuvo material
de todos los estados comprometidos originalmente. Se hizo una coleccién de
referencia de moscas sierra a nivel larvario solo falta a nivel adulto. Se estan
realizando los escritos para la descripcion de nuevas especies (tres de Zadiprion
y una de Monoctenus) se obtuvo la fenologia de al menos una especie de los
tres géneros. Se obtuvieron los protocolos para la identificacion molecular de
larvas y adultos de moscas sierra para las especies mexicanas. Se detectaron
individuos sospechosos de estar infectados por VPN, pero es necesario obtener
primers especificos para la correcta identificacion. Se obtuvo la metodologia para
la cria de cultivos de células de moscas sierra y la factibilidad de producir VPN
en lineas no necesariamente del hospedero natural. No se ha logrado el
aislamiento, identificacion y evaluacion de VPN de moscas sierra. Se han
detectado varios Bacillus que se encuentran en larvas muertas y que son
patogénicos a las larvas de moscas sierra; se esta en proceso de aislamiento
individual. Se estan incrementando las poblaciones de Neodiprion omosus con
la técnica de encerrado de ramas, lo cual no ha funcionado en Zadiprion.

3. LOGRO DE OBJETIVOS RESPECTO DE COMPROMISO

Se logr6 aislar dos cepas de VPN de Zadiprion Falsus y Zadiprion rowheri. Se
establecieron lineas de células de moscas sierra a partir de huevecillos y pupas
de Zadiprion rowheri, y Monoctenus sp. Se determiné que la linea de células de
Sf9 es permisible a la cepa de VPN de Z. rowheri. Lo anterior es una muestra de
gue esta estrategia de conservar VPN en lineas de células es factible de emplear
con las moscas sierra de la familia Diprionidae y que existen lineas de células
permisibles a otros virus extrafios a la linea original, lo cual no ocurre en forma
natural. Al parecer la obtencion de la linea de células es mas factible de obtener
a partir de las pupas. Se obtuvo material biolégico para determinar a la mayoria
de las especies de moscas sierra de la familia Diprionidae presentes en nuestro
pais falta la corroboracion de dos grupos Monctenus spp. y Zadiprion rowheri.
Es necesaria la secuenciacion de las poblaciones restantes tanto a nivel larvario
como adulto y subir los datos de las especies mexicanas a las basesde datos
especializadas. Se iniciaron las actividades de transferencia del proyecto.

4. GRUPO DE TRABAJO
Dr. Guillermo Sanchez Martinez, MC. Karla Vanessa De Lira Ramos y MC.
Candelario Serrano Gomez (INIFAP-CIRNOC-CEPAB), Dr. Estefan Miranda
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Miranda y Dra. Raquel Cossio Bayugar (CENID-PAVET), Dr. Victor Manuel Coria
Avalos e Ing. Jesus Mufioz Flores (INIFAP-C. E. Uruapan), Dr. Victor Lopez
Martinez (UAEM), Dra. Alejandra Rosalia Gijon Hernandez, Biol. José Francisco
Reséndiz, Dr. Victor Arriola Padilla (INIFAP-CENID-COMEF) Dr. Alejandro Pérez
Panduro (COLPQOS).

5. DESVIACIONES Y/O MODIFICACIONES EN LA ETAPA

No se logré la identificacion de los VPN detectados ya que primero se deben
incrementar en sus hospederos naturales pero estos no se han presentado o han
sufrido mortalidad por temperaturas bajas, No se establecieron las actividades
de fenologia en Zadiprion falsus en Chihuahua o Neodiprion omosus en Guerrero
debido a problemas de inseguridad.

6. ACCIONES DERIVADAS DE LAS DESVIACIONES Y/O MODIFICACIONES
Se establecieron estudios de fenologia sobre Zadiprion sp. en Atzalan, Veracruz.
Se estan realizando pruebas de patogenicidad con las cepas de Bacillus
detectadas que pueden convertirse en un agente de control biolégico adecuado
después de realizar pruebas con organismos no objeto de control (abejas,
hormigas, etc).

7. ACCIONES REALIZADAS CON LOS SECTORES USUARIOS

Acciones con productores

Se involucré en las actividades de recoleccién del proyecto a personal de enlace
de sanidad de la CONAFOR en los estados monitoreados.

Presentacion de resultados a la comunidad cientifica

Se presentaron tres carteles del proyecto en la reunién de la RENIAF en Tuxtla
Gutiérrez, Chiapas el 23 al 25 de octubre. Se presentaran dos carteles del
proyecto en el Congreso Nacional de Control Biol6gico en Boca del Rio, Veracruz
del 02 al 07 de noviembre. Se particip6 con una ponencia oral en el congreso
Nacional de Entomologia Aplicada 05 de junio en Morelia Michoacén dentro del
Simposio de Plagas de Importancia Forestal.

Capacitacién de técnicos
Se realizaron tres cursos-Taller de Capacitacion en Oaxaca 30 y 31 de julio, en
Cholula, Puebla el 10 y 11 de octubre y en Aguascalientes el 15y 16 de octubre.

Formacion de recursos humanos

No aplica

Evaluaciones de avances del proyecto

No se han realizado evaluaciones del avance del proyecto.
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8. OBSERVACIONES RELEVANTES SOBRE EL PRESUPUESTO
AUTORIZADO

No se solicitaron los reactivos para la identificacion de los VPN detectados ya
gue se tiene muy pocos ejemplares infectados y es necesario incrementarlos
primero en su hospedero original y después distribuir material para
experimentos, lo anterior debido a que la plaga o no se ha presentado o sufrié
una mortalidad por las temperaturas frias de diciembre de 2017. No se realizo
la visita a Canada para capacitacion en la obtencion de lineas de células de
moscas sierra, debido a que las poblaciones de moscas sierra apenas se estan
presentando el 15 de octubre la poblacién de Zadiprion sp. en Guachochi
Chihuahua estaban en larvas de primer estadio.

9. ESTADO DE LAS APORTACIONES COMPLEMENTARIAS
No aplica

10. PRODUCTOS OBTENIDOS EN LA ETAPA

Bases de datos de los sitios de recolecta, Realizacion de una coleccion de
referencia de larvas de moscas sierra y elaboracién de mapas de distribucion a
nivel género, Bases de datos y Protocolos para la identificacion morfolégica y
molecular de larvas y adultos. Se obtuvo una base de datos de fotografias de las
diferentes especies de moscas sierra a nivel larvario. Se obtuvieron las bases de
datos de fenologia de Monoctenus sp. en Guerrero y Neodiprion omosus a nivel
infestacion natural e inducida en Aguascalientes. Se completé los datos de
Fenologia de Zadiprion sp. en Veracruz y Zadiprion rowheri en Tamaulipas. Se
obtuvieron sitios con probable infeccion con VPN falta corroborar con primers
especificos. Se obtuvieron los protocolos para el establecimiento de lineas de
células en Zadiprion y Monoctenus. Se obtuvieron bases de datos de incremento
de Neodiprion omosus bajo la técnica de ramas encerradas en Aguascalientes.
Se aislaron cepas de Bacillus spp. patogénicas a larvas de moscas sierra.
Elaboracion del Segundo Informe técnico de las actividades del proyecto.

11. COMPROMISOS PARA LA ETAPA SIGUIENTE

Recolectar material biolégico de Tlaxcala, Durango, Chihuahua, Tamaulipas San
Luis Potosi, y Oaxaca (Neodiprion bicolor), para realizar pruebas de incremento
y patogenicidad de VPN y Bacillus spp.. Incrementar las cepas de VPN de
Zadiprion falsus y Z. rowheri en la linea de células de Spodoptera frugiperda
Sf9. Obtener la linea de células de Neodiprion omosus. Incrementar las cepas
de VPN obtenidas en las lineas de células o con el hospedero natural y realizar
acciones para su identificacion y caracterizacion. Realizar pruebas de efectividad
biologica de los VPN detectados y de Bacillus spp. Terminar los escritos de la
identificacion de las especies de Monoctenus sp. y Zadiprion spp. y Neodiprion
abietis. Desarrollar los mapas de distribucién actual y potencial de las especies
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de moscas sierra en bosques de Coniferas de México. Elaborar escritos sobre la
identificacion de moscas sierra a nivel larvario como adulto con las diferentes
especies presentes en México. Desarrollar un método de cria de moscas sierra
con dieta artificial.
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