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RESUMEN GENERAL

En este estudio se identificaron mediante caracteristicas morfologicos 13 especies
diferentes de escarabajos ambrosiales y los hongos simbiontes de los escarabajos de mayor
prevalencia, atacando arboles vivos de aguacate ‘Hass’ en cuatro municipios del estado de
Michoacan (Ario de Rosales, Los Reyes, Tancitaro, Ziracuaretiro), México. Doce de las
especies identificadas son nativas de México (Xyleborus affinis, X. volvulus, X. ferrugineus,
Monarthrum conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne, Euplatypus segnis, E. otiosus,
Corthylus flagellifer, C. detrimentosus, Corthylocurus aguacatensis y Amphicranus micidus) y
una especie nativa de Africa, Premnobius cavipennis.

En adicion a la identificacion de los escarabajos, se identificaron dos patrones de ataque.
El primero consistié en ataques al portainjerto. Las especies de escarabajos asociadas en esta
zona de ataque fueron: Xyleborus affinis, X. ferrugineus, X. volvulus, Euplatypus segnis,
Premnobius cavipennis y Monarthrum exornatum. Este patron de ataque fue persistente en los
municipios de Los Reyes y Ziracuaretiro. El segundo patron de ataque se localizo en la parte
superior de la zona de injerto. Las especies asociadas en esta zona fueron: Corthylus flagellifer,
C. dentrimentosus, Monarthrum conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne, Premnobius
cavipennis, Euplatypus segnis, E. otiosus, Amphicranus micidus y Corthylocurus aguacatensis.
Este patron de ataque estuvo presente en los municipios de Ario de Rosales y Tancitaro. En
ambos tipos de ataque los arboles estaban vivos y se identificaron cancros en el tronco como
factor primario de estrés.

Empleando ADN gendmico, mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por
sus siglas en inglés) se obtuvieron las secuencias parciales de las subunidades grande 28S (LSU)
y pequena 18S (SSU), amplificadas utilizando los pares de iniciadores LROR/LRS y NS1/NS4,

respectivamente. El andlisis filogenético realizado con ambas secuencias empleando el criterio



de Méxima Verosimilitud (ML por sus siglas en inglés) permitio la identificacion de los hongos
simbiontes de las especies de escarabajos Monarthrum fimbriaticorne, M. exornatum, M.
conversum, Xyleborus affinis y Euplatypus segnis. En total, se identificaron 13 unidades
taxonomicas operativas (UTOs) de las 50 hembras de escarabajos ambrosiales procesadas. Diez
UTOs pertenecen al orden de los Ophiostomatales, 2 UTOs a los Saccharomycetales y 1 UTOs
a los Hypocreales. Ocho de los trece UTOs son del género Raffaelea (R. arxii, R. brunnea, R.
fusca, R. subalba, Raffaelea sp. 1, Raffaelea sp. 2, Raffaelea sp. 3, Raffaelea sp. 4), dos UTOs
son levaduras (Wickerhamomyces sp. y Ambrosiozyma sp.) y los tres UTOs restantes
corresponden a Ceratocystiopsis, Esteya, Geosmithia. Esta investigacion representa uno de los
primeros estudios de escarabajos ambrosiales asociados a arboles vivos de aguacate en el estado

de Michoacan.

Palabras claves: Scolytinidae, Platyponidae, ataque, Persea, estrés.



GENERAL SUMMARY

In this study they were identified by morphological characteristics 13 different species
of ambrosial beetles and the symbiont fungi of ambrosia beetles most prevalent, attacking 'Hass'
live avocado trees in four municipalities of the state of Michoacan (Ario de Rosales, Los Reyes,
Tancitaro, Ziracuaretiro), Mexico. Twelve of these species are native to Mexico (Xyleborus
affinis, X. volvulus, X. ferrugineus, Monarthrum conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne,
Euplatypus segnis, E. otiosus, Corthylus flagellifer, C. detrimentosus, Corthylocurus
aguacatensis, Amphicranus micidus) and a species native to Africa, Premnobius cavipennis.

In addition to the identification of the beetles, two attack patterns were identified. The
first consisted of attacks on the rootstock. The associated beetle species in this attack area were:
Xyleborus affinis, X. ferrugineus, X. volvulus, Euplatypus segnis, Premnobius cavipennis and
Monarthrum exornatum. This pattern of attack was persistent in the municipalities of Los Reyes
and Ziracuaretiro. The second attack pattern was located in the upper part of the graft area. The
associated species in this area were: Corthylus flagellifer, C. dentrimentosus, Monarthrum
conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne, Premnobius cavipennis, Euplatypus segnis, E.
otiosus, Amphicranus micidus and Corthylocurus aguacatensis. This pattern of attack was
present in the municipalities of Ario de Rosales and Tancitaro. In both types of attack the trees
were alive and cankers were identified in the trunk as a primary stress factor.

From genomic DNA by Polymerase Chain Reaction (PCR) we identified the symbiotic
fungi of 5 species of beetles (Monarthrum fimbriaticorne, M. exornatum, M. conversum,
Xyleborus affinis and Euplatypus segnis) with partial sequences of the large subunit 28S (LSU)
and the small subunit 18S (SSU), amplified using the primers LROR-LRS5 and NS1-NS4,

respectively. In total, 13 operational taxonomic units (OTUs) were identified from the 50
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females of processed ambrosia beetles. Ten OTUs belong to the order of the Ophiostomatales,
2 OTUs to the Saccharomycetales and 1 OTUs to the Hypocreales. Eight of the thirteen OTUs
are of the genus Raffaelea (R. arxii, R. brunnea, R. fusca, R. subalba, Raffaelea sp. 1, Raffaelea
sp. 2, Raffaelea sp. 3, Raffaelea sp. 4), two OTUs are yeasts (Wickerhamomyces and
Ambrosiozyma) and the three remaining OTUs were Ceratocystiopsis, Esteya, Geosmithia. This
research represents one of the first studies of ambrosial beetles associated with live avocado

trees in the state of Michoacan.
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1. INTRODUCCION GENERAL

El aguacate (Persea americana Miller) es un cultivo de importancia econémica con
una produccion global de 5.567.043 t, siendo México el primer productor a nivel mundial con
un total de 1.889.354 t (FAO, 2016). Los principales estados productores de aguacate en México
son Michoacan, Jalisco, Estado de México, Nayarit y Morelos, con una superficie total de
218,492 ha. Michoacén aporta el 83 % de la produccion con un total de 1,565.895 t generando
un valor de la produccion de 32,823,118 pesos mexicanos a la economia nacional (SIAP, 2017).

El cultivo del aguacate es afectado por diversos factores ambientales, deficiencias
nutricionales, plagas y enfermedades que disminuyen su rendimiento considerablemente. En
2012, Carrillo et al. reportaron 14 especies de escarabajos ambrosiales habitando en el tronco y
ramas de arboles de aguacate en la Florida, Estados Unidos. Varios de estos arboles mostraban
sintomas asociados a la marchirtez del laurel causado por el hongo Raffaelea lauricola,
simbionte primario del escarabajo ambrosial de origen asiatico, Xyleborus glabratus. Sin
embargo, X. glabratus solo se encontrd en dos de los once huertos estudiados, por lo que
presumieron que otras especies de escarabajos ambrosiales eran capaces de transmitir a R.
lauricola.

La transferencia horizontal de hongos simbiontes entre especies de escarabajos
ambrosiales ha sido reportada previamente (Batra, 1966; Harrington, 2005; Gebhardt et al.
2004). En el 2014, Carrillo et al. confirmaron la transferencia horizontal de Raffaelea lauricola
entre especies de escarabajos ambrosiales. Posteriormente se demostrd que Xyleborus bispinatus
era capaz de desarrollar todo su ciclo de vida con diferentes especies de Raffaelea, incluyendo
R. arxii, R. subalba, R. subfusca, incluyendo el fitopatdégeno R. lauricola (Saucedo et al., 2017).

En México se han realizado estudios sobre de la diversidad, la taxonomia y ecologia

de los taxa Scolytinidae y Platyponidae. Asi, en 1982, Wood realiz6 una monografia que
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describe a los escarabajos descortezados y ambrosiales presentes en el Norte y Centro de
América. Romero et al. (1997) publicaron la lista de Scolytinidae y Platyponidae en México,
incluyendo datos sobre distribucion geografica y hospederos. Adicionalmente en el pais se han
realizado estudios dirigidos a regiones especificas con determinados tipos de vegetacion
(Atkinson y Equihua, 1986a; Atkinson y Equihua, 1986b; Estrada y Atkinson, 1988; Burgos y
Equihua, 2007; Pérez -De La Cruz et al., 2009; Atkinson, 2012; Pérez de la Cruz et al., 2015).

El escarabajo ambrosial Euplatypus segnis es una plaga de importancia econémica en
Meéxico ya que coloniza arboles de Carya illinoensis (nogal pecanero). Entre los hongos
asociados a este insecto y aislados de la madera afectada se identificaron representantes de los
géneros Phoma, Fusarium, Ascochyta, Phaecylomices, Lasiodiplodia, Alternaria, Umbeliopsis,
Torula, Aspergillus, Helminthosporium y Penicillium (Alvidrez et al. 2012). En dicho estudio
se realizaron pruebas de patogenicidad, encontrando que Uinicamente las especies de Fusarium
solani, Alternaria alternata y Lasiodiplodia theobromae causaron sintomas en el hospedero.
Por otra parte en 2016, se reportd por primera vez una especie de Euwallacea nr. fornicatus en
trampas ubicadas en zonas turisticas de Tijuana, la cual ataca mas de 300 hospederos, entre ellos
el aguacate (Garcia et al., 2016, Equihua et al. 2016). Esto representa una amenaza sanitaria
seria debido a que en California Euwallacea nr. fornicatus esta asociada a Acremonium
pembeum, Fusarium euwallaceae, Graphium euwallaceae, y causa en el hospedero muerte
regresiva.

Silva et al. (2015) identificaron 18 especies de Xyleborus nativas de México (Xyleborus
palatus, X. squamulatus, X. affinis, X. spinulosus, X. horridus, X. spathipennis, X. posticus, X.
discretus, X. intrusus, X. titubanter, X. vismiae, X. imbellis, X. ferrugineus, X. bispinatus, X.
morulus, X. volvulus, X. declivis, X. macer) con diferente distribucion geografica de cada una

de las especies. Ademads, en 2017 se reportd por primera vez el ataque de las especies Xyleborus
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affinis, X. volvulus y X. spinulosus, afectando arboles de aguacate en Colima (Castrejon et al.,
2017). Recientemente, se han detectado sintomas de marchitez y muerte regresiva en arboles de
aguacate de diferentes regiones productoras de Michoacan. Los éarboles sintomaticos se
caracterizan por desarrollar una coloracién oscura debajo de la corteza en ramas y troncos.
También se observaron multiples secreciones de savia cristalizada en corteza de madera se
observaron a lo largo de los troncos y ramas con presencia de insectos. Adicionalmente, virutas
de aserrin tipicos de un ataque de escarabajos ambrosiales se encontraron en la corona de arboles
sintomdticos. Diferentes especies de escarabajos ambrosiales y descortezadores han sido
asociadas con arboles sintomdticos (Ochoa, 2014). Sin embargo, la identificacion de estos
escarabajos y sus hongos asociados a estos, asi como la etiologia de la enfermedad no han sido
reportados. Por lo anterior, y debido a la falta de antecedentes en México, y con base en la
informacion de la literatura asociada el presente estudio se planted la siguiente hipotesis:

Mas de una especie de escarabajo ambrosial nativo de México estd asociada a la muerte
regresiva de arboles de aguacate en el estado de Michoacan, México, cada una de las cuales es

portadora de distintas especies de hongos simbiontes.

Objetivo general
Identificar las especies de escarabajos ambrosiales y los hongos simbiontes asociados a las
especies de escarabajos de mayor prevalencia, asociados a muerte regresiva de arboles de

aguacate en la region productora de Michoacan.

Objetivos especificos

1. Identificar las especies de escarabajos ambrosiales asociados a muerte regresiva de arboles

de aguacate en la region productora de Michoacan.
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Cuantificar el nimero de individuos por especie de escarabajos ambrosiales en diferentes
municipios productores de aguacate en Michoacan.
Aislar e identificar los hongos simbiontes asociados a las especies de escarabajos de mayor

prevalencia.
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2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Historia e importancia economica del aguacate

Meéxico es considerado el centro de origen del aguacate (Persea americana Miller)
(Sanchez et al., 2002). El origen de dicha especie de asocia a las areas altas del centro y este de
México, y Guatemala, region conocida como Mesoamérica y considerada como aquella donde
se llevo a cabo la domesticacion del aguacate (William, 1977). El aguacate pertenece a la familia
de las Laurdceas que en total comprende 50 géneros (Marais, 2004) y es la especie frutal de
mayor importancia econdémica (Pua y Davey 2007). México es el primer productor con 33 % de
la produccion mundial, seguido por Republica Dominicana con 10.8 %, Pera con el 8.1 %,
Colombia con 5.5 %, ¢ Indonesia con 5.4 % (FAO, 2016).

2.2 Plagas y enfermedades de importancia economica en el aguacate

Las plagas y enfermedades son uno de los obsticulos més importantes para la
produccion de aguacate en todo el mundo (Ploetz et al., 2011; Ploetz et al. 2013; Waite y
Martinez, 2002). Las plagas en aguacate varian de pais a pais, por ejemplo, trips, escamas,
acaros y escarabajos son las principales plagas en América, mientras que en el sur de Africa y
Australia, los son los heteropteros (Waite y Martinez, 2002).

Entre las plagas de mayor importancia que atacan el fruto son los trips de los géneros
Frankiniella y Scirtothrips, el barrenador grande de la semilla (Heilipus lauri), barrenador
pequenio de la semilla (Conotrachelus perseae), barrenador de ramas (Copturus aguacatae
Kissinger) (GIIIA, 2013), asi como la palomilla barrenadora de la semilla (Stenoma catenifer)
(SAGARPA, 2011). Entre las plagas del follaje se encuentran la arafia roja (Oligonychus
punicae) y la arafia cristalina (Oligonychus perseae) mientras que la plaga reportada en troncos
es el barrenador del tronco (Copturomimus persea). Ademas, varias especies del género

Phyllophaga han sido reportadas afectando la zona de la raiz (GIIIA, 2013).
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Dentro de las enfermedades relevantes que atacan al aguacate estan las enfermedades
del fruto, tales como la antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), rona (Sphaceloma persea)
y la mancha de sol (Avocado sunblotch viroid). En las enfermedades del follaje se encuentran
fumagina (Capnodium spp), mancha de chapopote (Phyllachora gratissima), mancha plateada
(Mycosphaerella perseae), y la mancha parpura (Pseudocercospora purpurea). (GIIIA, 2013).

Las enfermedades reportadas en troncos y ramas son cancro del tronco y los patdégenos
(Nectria galligena, Phytophthora heveae, Fusarium solani), marchitez necrotica o pudricion
de ramas (Dothiorella spp) y la enfermedad bacteriana agalla de la corona (Agrobacterium
tumefaciens). Por otra parte, entre las enfermedades de raiz se encuentran las de mayor
importancia econdémica como la pudricion de raiz (Phytophthora cinnamomi), pudriciéon por
Armillaria (Armillaria spp.), pudricion blanca (Rosellinia necatrix), pudricion de raiz y cuello
(Rhizoctonia sp.) (Ochoa, 2011; GIIIA, 2013).

Recientemente, un nuevo patosistema ha emergido como problema en el cultivo de
aguacate en el sureste de Estados Unidos conocido con el nombre de la marchitez del laurel
causada por hongo ascomycete Raffaelea lauricola y transmitida por diferentes especies de
escarabajos ambrosiales (Harrington et al., 2008; Ploetz et al., 2011; Carrillo et al., 2014; Ploetz
etal., 2016).

2.3 Escarabajos ambrosiales, hongos simbiontes y enfermedades asociadas

Existe poca informacion de las enfermedades asociadas con escarabajos ambrosiales
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae y Platypodinae) comparada con la que esta disponible
sobre enfermedades asociadas a los escarabajos descortezadores. Los escarabajos ambrosiales
transportan hongos simbiontes que cultivan en el interior de sus galerias y utilizdndolos como
alimento (Rangel et al., 2012). Los hongos simbiontes son transportados en estructuras

especializadas llamadas micangios, que pueden estar localizados dentro del aparato bucal, el
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torax, o ¢litros de los insectos, y pueden encontrarse en las hembras y/o los machos dependiendo
de la especie (Six, 2003). El impacto de los escarabajos ambrosiales y sus simbiontes
comprenden uno de los problemas con mayor significancia fitosanitaria que han emergido en
décadas recientes. Para los escarabajos ambrosiales, estas interacciones estan asociadas con
arboles muertos o estresados y de manera atipica con arboles sanos (Equihua y Burgos, 2002;
Ploetz et al., 2013).

En 1990 se comenzaron a morir una gran cantidad de robles (Quercus spp.) en Japon,
pero solo hasta el 2002, Kubono e Ito reportaron la marchitez del roble japonés causada por
Raffaelea quercivora la cual se asocid a los micangios de Platypus quercivorus y afecta varias
especies de roble (Quercus serrata, Q. mongolica var. grosseserrata). Posteriormente se
presentd la muerte de los robles Q. mongolica, Q. aliena, Q. serrata en diferentes regiones de
Corea causada por Raffaelea quercus-mongolicae asociada a los micangios de Platypus
koryoensis (Kim et al., 2009).

Recientemente, una enfermedad de muerte regresiva de ramas se ha asociado a
Euwallaceae nr. fornicatus en aguacate y otros hospederos (Eskalen et al., 2012; Mendel et al.,
2012). Esta enfermedad ha sido reportada en diferentes lugares del mundo, sin embargo, es
mucho mas severa en California e Israel que en Australia y Florida (Ploetz et al., 2013). La
enfermedad es atribuida a Fusarium euwallacea, el hongo simbionte de E. nr fornicatus. Varias
especies de Fusarium de diferentes regiones han sido reportadas como simbiontes de E. nr
fornicatus afectando a diferentes hospederos (Eskalen ef al., 2012, Mendel et al., 2012).

Otro ejemplo del impacto de enfermedades asociadas a escarabajos ambrosiales es la
marchitez del laurel causada por Raffaelea lauricola y transmitida por Xyleborus glabratus. En
menos de una década ha matado millones de laureles rojos (Persea borbonia) y otros miembros

de las lauraceas. Una inoculacion con 100 conidios de R. lauricola es capaz de causar la muerte
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en una planta de aguacate y laurel rojo (Ploetz et al., 2013). Sorprendentemente, X. glabratus
no se ha encontrado en huertos comerciales de aguacate en el sur de Florida y la adquisicion de
R. lauricola ha sido reportada en varias especies de escarabajos ambrosiales (Carrillo, et al.,
2014; Ploetz, et al., 2016).

En los ultimos afios se han intensificado los estudios acerca de las especies de
Xyleborus en México, ya que algunas representan riesgo para plantaciones forestales y agricolas
de importancia econémica (Pérez-De La Cruz et al. 2009; Rangel et al. 2012). Actualmente
existe informacion importante acerca de la taxonomia, biologia y ecologia de los escolitinos en
Meéxico (Wood, 1982; Romero et al., 1997 y Equihua y Burgos, 2002); asi como informacion
sobre Xyleborus en estudios dirigidos a regiones especificas de México con determinados tipos
de vegetacion (Atkinson y Equihua 1986a, Atkinson y Equinua 1986b, Estrada y Atkinson
1988, Burgos y Equihua 2007 y Pérez-De La Cruz et al. 2009). Sin embargo, se requiere una
investigacion mas a fondo sobre enfermedades asociadas con escarabajos ambrosiales, ya que
se desconoce si las diferencias en poblaciones de escarabajos, hongos simbiontes u otros
factores son responsables del desarrollo de enfermedades en diferentes regiones para poder

establecer medidas control y manejo de plagas y enfermedades (Ploetz et al., 2013).
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Resumen

Debido a su relevancia fitosanitaria, recientemente se han intensificado los estudios para
conocer la diversidad de los escarabajos ambrosiales (Scolytinae y Platypodinae) en México.
Hasta el momento se han identificado 867 especies de Scolytinae y 40 especies de Platypodinae,
de las cuales solo el 5 % son plagas forestales de gran importancia en México. Estos insectos
han sido reportados en 265 especies de hospederos, pero solo 199 son hospederos de importancia
econdmica (arboles frutales y forestales). Este estudio se llevo a cabo en los municipios de Los
Reyes, Arios de Rosales, Tancitaro y Ziracuaretiro del estado de Michoacan.Se reportan aqui
por primera vez doce especies de escarabajos ambrosiales nativos de México atacando arboles
vivos de aguacate, que incluyen a Xyleborus affinis, X. volvulus, X. ferrugineus, Monarthrum
conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne, Euplatypus segnis, E. otiosus, Corthylus
flagellifer, C. detrimentosus, Corthylocurus aguacatensis, Amphicranus micidus, y una especie

introducida de Africa Premnobius cavipennis, atacando arboles vivos de aguacate.
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Abstract

Recent research has been intensified to know the diversity of ambrosia beetles (Scolytinae and
Platypodinae) in Mexico. Currently, 867 species of Scolytinae and 40 of Platypodinae have been
identified in Mexico. However, only 5 % are represents forests pests of mayor importance for
Mexico. These insects have been reported in 265 host species, but only 199 hosts of high
economic value have been affected (fruit and forest trees). This study was carried out in four
different municipalities (Los Reyes, Ario de Rosales, Tancitaro y Ziracuaretiro) in the state of
Michoacén. In this study we reported for the first time 12 native species of Mexico Xyleborus
affinis, X. volvulus, X. ferrugineus, Monarthrum conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne,
Euplatypus segnis, E. otiosus, Corthylus flagellifer, C. detrimentosus, Corthylocurus
aguacatensis, Amphicranus micidus, and one specie introduced from Africa, Premnobius

cavipennis, attacking alive avocado trees.

Introduccion

Los escarabajos ambrosiales (Coledptera: Curculionidae) estan distribuidos globalmente
en bosques de zonas tropicales y comprenden mas de 3400 especies distribuidas en dos
subfamilias, Scolytinidae y Platypodidae (Wood, 1982; Beaver et al., 1989; Farrell et al., 2001).
La mayoria de los escarabajos ambrosiales colonizan arboles muertos, moribundos o estresados
y ayudan en el proceso de descomposicion de madera (De la Cruz ef al., 2015). Generalmente,
existe algiin factor primario de estrés asociado al ataque de los escarabajos ambrosiales (Carrillo
et al., 2012). Estos factores de estrés disminuyen la resistencia de los hospederos y facilitan el

ataque masivo de los escarabajos (Wood, 1982; Cibrian ef al., 1995). Ademads, varias especies
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de escarabajos ambrosiales pueden colonizar un mismo hospedero, aunque una especie puede
ser la que predomina (Népoles et al., 1997; Carrillo et al., 2012).

El 99 % de los Platypodidae y mas de la mitad de los Scolytinidae tienen habitos
ambrosiales (Wood, 1982), es decir, se alimentan y dependen exclusivamente de sus hongos
simbiontes que son transportados en micangios (bolsas especializadas), los cuales estan
ubicados en diferentes partes del cuerpo del insecto (Ploetz et al., 2013; Hulcr y Stelinski, 2017).
Dependiendo de la especie de escarabajo, los micangios pueden estar presentes en ambos sexos
o solo en uno de ellos (Beaver, 1989).

Algunos Scolytinidae y Platypodidae son plagas forestales de gran importancia en
Meéxico (Napoles et al., 1997). Publicaciones recientes han identificado 867 especies de
Scolytinae y 40 especies de Platyponidae, pero solo el 5 % son de importancia econdmica
(Atkinson, 2012; De La Cruz et al., 2015). Estos insectos han sido reportados en 265 especies
de hospederos de los cuales 199 tienen un valor econdmico como arboles frutales y de
relevancia forestal (Napoles et al., 1997). Debido a la deforestacion y al cambio de uso del suelo
forestal a agricola, algunas especies de escarabajos ambrosiales han ampliado su rango de
hospederos a cultivos de importancia econdmica (Bravo et al., 2009; De La Cruz et al., 2015).

Los escarabajos ambrosiales y sus hongos simbiontes comienzan a considerarse como
amenazas actuales para ecosistemas forestales, cultivos agricolas y la industria maderera,
generando un impacto ecologico y econdémico (Burgos y Equihua 2007; Hulcr y Dunn, 2011).
En 2016, Garcia et al. reportaron por primera vez a Euwallacea nr. fornicatus y su hongo
simbionte Fusarium sp. en Baja California, México. Posteriormente, Castrejon et al. (2017)
reportortaron tres especies de Xyleborus (X. affinis, X. volvulus y X. spinulosus) asociadas a

aguacate en el estado de Colima.
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En 2014 varias especies de escarabajos ambrosiales fueron asociadas a arboles de
aguacate con sintomas de marchitez y muerte en diferentes municipios del estado de Michoacan
(Ochoa, 2014). Recientemente, Ochoa (Comunicado personal, 2018) identifico diferentes
especies de escarabajos ambrosiales, 10 escolitinos (Amphicranus hybridus, A. micidus,
Corthylocurus aguacatensis, Corthylus flagellifer, Monarthrum conversum, M. exornatum, M.
laterale, Xyleborus affinis, X. ferrugineus, X. volvulus) y 2 platipodinos (Euplatypus segnis,
Euplatypus otiosus), asociados a arboles de aguacate en Michoacan. Sin embargo, no existe un
consenso amplio sobre las especies de escarabajos ambrosiales asociados a aguacate en el estado
de Michoacéan. Por lo tanto, en el presente estudio se planted el objetivo de identificar y
cuantificar la incidencia de las especies de escarabajos ambrosiales asociadas a arboles de

aguacate con sintomas de marchitez y muerte en la region productora de Michoacan.

Materiales y Métodos

Colecta de muestras

Troncos de arboles de aguacate con sintomas iniciales de marchitez y muerte regresiva,
con presencia de aserrin y perforaciones, fueron colectados de diferentes zonas agroecoldgicas
de la region productora de aguacate del estado de Michoacén (Cuadro 1, Fig. 1). Las muestras
de madera afectada (10-20 cm de diametro y 1 m de largo) se obtuvieron teniendo en cuenta la
distribucion espacial (ramas o portainjerto) de los sintomas y signos. Las muestras fueron
trasladadas al laboratorio de Fitopatologia II de la Facultad de Agrobiologia para su
procesamiento. Todas las muestras permanecieron en cuarentena por el tiempo que duro la

investigacion y posteriormente se destruyeron.
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Cuadro 1. Ubicaciones de colecta de muestras de escarabajos ambrosiales en aguacate,
condiciones ambientales y factores de estrés del arbol donde se tomd la muestra en cada
localidad

Condiciones ambientales

Municipios Ejido m.s.n.m* Temperatura Tipo de clima** Factor
promedio anual primario
(°O) de estrés
Ziracuaretiro Patuan 1,273 22.5 Semi-calido himedo  Cancro
Los Reyes Zona 1,300 25 Templado Abandono
urbana subhumedo
Los 1,285 Cancro
limones
Ario de Rosales Urapa 1,860 17.9 Semicalido Cancro
subhumedo
Pareos 1,963 Cancro
Tancitaro Apo 2,150 17 Templado frio Cancro

*m.s.n.m.= metros sobre el nivel del mar.
**Fuente: INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia).

Colecta e identificacion de escarabajos

Las muestras de madera obtenidas se colocaron en recipientes plasticos de color oscuro
(100 L) cerrados con tapa hermética como lo describe Carrillo et al. (2012). En cada contenedor
se realizaron dos orificios diametralmente opuestos en el centro de 25 cm de didmetro para
permitir el flujo de aire por medio de una tela de malla. Ademas, se realizaron orificios de 9 cm
de didmetro en la parte lateral inferior y superior contraria para sujetar roscas plasticas y adherir
frascos transparentes los cuales contenian toallas de papel himedas en su interior (cdmaras de
fototropismo positivo). Las camaras se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio durante
todo el proceso de extraccion de escarabajos. Los escarabajos fueron atraidos por la luz y se
colectaron en tubos plésticas etiquetadas con su lugar de origen y su distribucion espacial en el
arbol. La colecta de escarabajos se hizo aproximadamente cada dos dias. Una vez colectados se

realizo la identificacion segun sus caracteristicas morfologicas.
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Figura 2. Localizacion de los sitios de muestreo en la zona productora de aguacate en
Michoacén. Fuente del mapa: COMA-CONAPA 2005.

Resultados
Identificacion de escarabajos

Se identificaron 13 especies de escarabajos ambrosiales de siete diferentes géneros
procedentes de madera sintomatica de aguacate en distintas regiones de Michoacan. Las
especies identificadas correspondieron a Xyleborus affinis Eichhoff (A), X. volvulus (Fabricius)
(B), X. ferrugineus (Fabricius) (C), Monarthrum conversum Wood (D), M. exornatum (Schedl)
(E), M. fimbriaticorne (Blandford) (F), Euplatypus segnis (Chapuis) (G), E. otiosus (Schedl)
(H), Corthylus flagellifer Blandford (I), C. detrimentosus Schedl (J), Premnobius cavipennis
Premnobius cavipennis Eichhoff (K), Corthylocurus aguacatensis (Schedl) (L), Amphicranus
micidus Wood (M) (Figura 2).
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Figura 3. Escarabajos ambrosiales identificados atacando 4arboles de aguacate en
Michoacan. Xyleborus affinis Eichhoff (A), X. volvulus (Fabricius) (B), X. ferrugineus
(Fabricius) (C), Monarthrum conversum Wood (D), M. exornatum (Schedl) (E), M.
fimbriaticorne (Blandford) (F), Euplatypus segnis (Chapuis) (G), E. otiosus (Schedl) (H),
Corthylus flagellifer Blandford (I), C. detrimentosus Schedl (J), Premnobius cavipennis

Eichhoff (K), Corthylocurus aguacatensis (Schedl) (L), Amphicranus micidus Wood (M).
Escala 1 mm.
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Distribucion espacial de los sintomas y signos de la actividad de los escarabajos ambrosiales

En los arboles muestreados se identificaron diferentes patrones de ataque. El primero
consisti6 en ataques en la base del tallo (portainjerto). Las especies de escarabajos identificadas
en esta zona fueron Xyleborus affinis, X. ferrugineus, X. volvulus, Euplatypus segnis,
Premnobius cavipennis y Monarthrum exornatum (Fig. 3B). Este patron de ataque fue
persistente en los municipios de Los Reyes y Ziracuaretiro. El segundo patron de ataque se
localizé en la parte superior del tallo (parte superior de la zona de injerto). Las especies
identificadas en esta zona fueron Corthylus flagellifer, C. dentrimentosus, Monarthrum
conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne, Premnobius cavipennis, Euplatypus segnis, E.
otiosus, Amphicranus micidus, Corthylocurus aguacatensis. Este patron de ataque estuvo
presente en los municipios de Ario de Rosales y Tancitaro (Fig. 3C). En ambos tipos de ataque

se identificaron cancros en el tronco como factor primario de estrés.
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/
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Figura 4 Sintomas y distribucion espacial del ataque de escarabajos ambrosiales
identificados en arboles de aguacate en Michoacan. Sintomas externos de arbol afectado
por escarabajos ambrosiales (A). Dafio en el tronco (B). Dafio en ramas (C) Xyleborus
affinis (D). Euplatypus segnis (E). Monarthrum conversum (F). Monarthrum
fimbriaticorne (G). Los escarabajos que aparecen en los diferentes tipos de dafio fueron
los més prevalentes

Cuantificacion de escarabajos por municipios

Un total de 5,350 individuos fueron identificados en cuatro municipios. Xyleborus affinis
fue la especie que predomino con 4,246 especimenes, seguido por M. conversum con 400, M.
fimbriaticorne con 238, E. segnis con 190, M. exornatum con 100, C. dentrimentosus con 50,
X. ferrugineus con 38, C. flagellifer con 36, X. volvulus con 17, P. cavipennis con 16, C.
aguacatensis con 13, E. otiosus con 5y A. micidus con solo 1 individuo.

Los Reyes fue el municipio con mayor incidencia de escarabajos con un total de 3,994
escarabajos. Xyleborus affinis prevalecio con 3,762, E. segnis con 183, X. ferrugineus con 26,
P. cavipennis con 13 y X. volvulus con 10. El municipio de Ario de Rosales es la segunda
localidad con mayor nimero de escarabajos ambrosiales, con un total de 569 individuos.
Monarthrum conversum, M. exornatum, C. dentrimentosus, C. flagellifer C. aguacatensis, E.
segnis con 400, 92, 50, 36, 13 y 5 individuos, respectivamente. En Ziracuaretiro se obtuvieron
511 escarabajos en total. Xyleborus affinis con 484 individuos, X. ferrugineus 12, X. volvulus 7,
P. cavipennis 3, M. exornatum 3 y E. segnis con 2. Por ultimo, en Tancitaro se obtuvo un total
de 249 escarabajos donde prevalecié M. fimbriaticorne con 238 individuos, seguido por E.
otiosus con 5, M. exornatum con 5,y A. micidus con 1 solo individuo (Cuadro 2).

De cada muestra que se colectd se identificaron de 4 a 6 especies de escarabajos por arbol.
Euplatypus segnis estuvo presente en 3 de los 4 municipios (Los Reyes, Ziracuaretiro, Ario de
Rosales), y M. exornatum también estuvo presente en 3 de los 4 municipios (Ziracuaretiro, Ario

de Rosales y Tancitaro). El resto de las especies solo estuvo presente en uno o dos municipios.
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Cuadro 2. Numero de especies de escarabajos ambrosiales por municipio y por especies.

Numero de individuos por municipio

Especies de escarabajos

Los Reyes Ario de Ziracuaretiro Tancitaro Total de
Rosales escarabajos

Xyleborus affinis 3,762 0 484 0 4246
Monarthrum conversum 0 400 0 0 400
Monarthrum fimbriaticorne 0 0 0 238 238
Euplatypus segnis 183 5 2 0 190
Monarthrum exornatum 0 92 3 5 100
Corthylus dentrimentosus 0 50 0 0 50
Xyleborus ferrugineus 26 0 12 0 38
Corthylus flagellifer 0 36 0 0 36
Xyleborus volvulus 10 0 7 0 17
Premnobius cavipennis 13 0 3 0 16
Corthylocurus aguacatensis 0 13 0 0 13
Euplatypus otiosus 0 0 0 5 5
Amphicranus micidus 0 0 0 1 1
Total 3,994 596 511 249 5,350

Discusion

Algunos escarabajos ambrosiales representan riesgos para plantaciones agricolas y
forestales de importancia econdémica a nivel mundial (Pérez et al., 2009; Rangel et al., 2012).
Chang (1993), report6 en Hawai 3 especies de Xyleborus (X. performans, X. affinis, X.
ferrugineus) atacando arboles de Macadamia (Macadamia integrifolia). En Brasil (Minas
Gerais) se identificaron 16 especies de escarabajos ambrosiales (Xyleborus paraguayensis, X.
affinis, X. ferrugineus X. retusus, X. spinulosus, X. squamulatus, Hypothenemus eruditus, H.
bolivianus, Premnobius cavipennis, Corthylocurus vernaculus, Sampsonius dampfi, Corthylus
robustus, Monarthrum cristatus, Microcorthylus sp., Tricolus sp., Corthylus sp.), de las cuales
algunas fueron identificadas como potenciales plagas para el eucalipto brasilefio (Morales

2000). Giro (2003), reportd por primera vez la presencia y los dafios causados por Xyleborus
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affinis en plantaciones de cafia de azucar (Saccharum officinarum) en Cuba. En 2012 se
reportaron en México, dafios en arboles de nogal pecanero (Carya illinoensis) causados por
Euplatypus segnis (Alvidrez et al., 2012) y Carrillo et al. (2012) reportd en Florida (USA), 14
especies de escarabajos ambrosiales (Ambrosiodmus lecontei, A. devexulus, Corthylus
papulans, Euwallacea fornicatus, Hypothenemus sp., Premnobius cavipennis, Theoborus ricini,
Xyleborinus gracilis, X. saxesenii, Xyleborus affinis, X. ferrugineus, X. volvulus, X. glabratus y
Xylosandrus crassiusculus) asociados a la marchitez del laurel causada por Raffaelea lauricola
en arboles de aguacate (Persea americana).

Recientemente se han intensificado los estudios para conocer la biologia y diversidad de
los escarabajos ambrosiales (Scolytinidae y Platyponidae) en México. Hasta ahora existe
informacion importante acerca de la taxonomia, biologia y ecologia de los escolitinos en México
(Wood, 1982; Romero et al., 1997; Equihua y Burgos, 2002). Se han realizado estudios dirigidos
a regiones especificas de México con determinados tipos de vegetacion (Atkinson y
Equihua, 1986a; Atkinson y Equihua, 1986b; Estrada y Atkinson, 1988; Burgos y Equihua,
2007; Pérez et al., 2009; Atkinson, 2012; Pérez de la Cruz et al., 2015) y recientemente se
identificaron las especies de Xyleborus nativas de México (Silva et al., 2015).

Los géneros Xyleborus, Monarthrum y la subfamilia de los Platypodinae estan presentes
en las areas tropicales y subtropicales del mundo (Wood, 1982). Las especies Xyleborus affinis,
X. volvulus y X. ferrugineus, son consideradas plagas polifagas debido a la gran variedad de
hospederos que son capaces de infestar (Vazquez et al., 2003). En particular X. affinis fue
reportado en México atacando arboles de aguacate (Persea americana) en el estado de Colima
(Castrejon et al., 2017) y Euplatypus segnis fue reportado en nogal pecanero (Carya

illinoinensis) en Coahuila (Alvidrez et al., 2012).
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Dentro del género Xyleborus, el escarabajo ambrosial asiatico X. glabratus ha sido uno
de los mas estudiados, éste utiliza sefiales visuales, como el didmetro del tronco para colonizar
sus nuevos hospederos, adicional a esto el tronco debe emitir sefiales quimicas apropiadas para
que pueda suceder la colonizacidon, como lo son la emision de terpenos (o- cubebene y o-
copaene) los cuales tienen una emanacién mas alta en el tronco (Kendra et al., 2014). Podemos
inferir que estas caracteristicas pueden aplicarse a escarabajos nativos de México del género
Xyleborus (X. affinis, X. volvulus y X. ferrugineus) lo cual concuerda con el primer patron de
ataque localizado en la base del tallo.

Contrario a lo que sucede con el género Xyleborus, los géneros Monarthrum y
Corthylus generalmente atacan ramas de 5 cm a 30 cm de didmetro (Wood, 1982). Esto coincide
con el patron de ataque localizado en la parte superior del tallo donde los géneros Monarthrum
y Corthylus estuvieron presentes. Euplatypus segnis y Monarthrum exornatum fueron las unicas
dos especies que se encontraron tanto en el tronco como en ramas. Se necesitan mas estudios
para comprender mejor el comportamiento de estas especies de escarabajos en relacion a sus
patrones de colonizacién y los factores que determinan dicho proceso en aguacate.

Varios estudios realizados demuestran que por lo general la mayoria de los escarabajos
ambrosiales atacan arboles con sintomas de estrés por exceso de agua, sequias extremas, podas,
condiciones ambientales no favorables o enfermedades, estos arboles liberan sustancias volatiles
como el etanol por la cual los escarabajos ambrosiales sienten atraccion (Wood, 1982; Atkinson
y Equihua, 1986a y b; Equihua y Burgos, 2002; Burgos y Equihua, 2007; Hulcr ef al., 2011;
Alvidrez et al., 2012; De la Cruz et al., 2015: Hulcr y Stelinski, 2017). En esta investigacion
todos los arboles muestreados siempre presentaron un factor de estrés primario donde

predominaron los cancros.
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La presente investigacion representa uno de los primeros estudios de escarabajos
ambrosiales dirigido al cultivo aguacate en el estado de Michoacan, México. Por primera vez se
reportan 12 especies de escarabajos ambrosiales: Xyleborus affinis, X. volvulus, X. ferrugineus,
Monarthrum conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne, Euplatypus segnis, E. otiosus,
Corthylus flagellifer, C. detrimentosus, Corthylocurus aguacatensis, Amphicranus micidus,
nativos de México y una especie introducida de Africa Premnobius cavipennis (Wood, 1982),
asociados a dafios en arboles vivos de aguacate ‘Hass’ en Michoacan.

Es importante tener mas informacion acerca de los hongos simbiontes asociados a estas
especies de escarabajos ambrosiales. Futura investigacion se realizara para identificar a los
hongos asociados a estas especies de escarabajos ambrosiales para determinar su patogenicidad

y el papel que jueguen en el desarrollo de los sintomas asociados en arboles de aguacate.
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Resumen

Las enfermedades causadas por hongos simbiontes de escarabajos ambrosiales son
atipicas, pero el impacto de dicha simbiosis comprende unos de los problemas con mayor
significancia fitosanitaria que han emergido en el ultimo siglo. El presente estudio se llevo a
cabo con cinco especies de escarabajos ambrosiales nativos de México, Monarthrum
fimbriaticorne, M. conversum, M. exornatum, Xyleborus affinis y Euplatypus segnis en cuatro
municipios del estado de Michoacan: Los Reyes, Arios de Rosales, Tancitaro y Ziracuaretiro.
Diferentes especies de hongos fueron recuperadas de los escarabajos procesados y de cada
morfotipo se obtuvieron las secuencias parciales de las subunidades grande 28S (LSU) y
pequena 18S (SSU), amplificadas utilizando los pares de iniciadores LROR/LRS y NS1/NS4,
respectivamente. El anélisis filogenético realizado con ambas secuencias empleando el criterio
de Maxima Verosimilitud (ML por sus siglas en inglés) permitio la identificacion de 13 unidades
taxonémicas operativas (UTOs) de 50 individuos de escarabajos ambrosiales procesados. El

género Raffaelea estuvo presente en todas las especies de insectos de los diferentes géneros, en
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este estudio identificamos cuatro posibles nuevas especies de Raffaelea. También se
recuperaron diferentes especies de los géneros Geosmithia, Esteya y Ceratocystiopsis.
Adicionalmente, reportamos diferentes especies de levadura pertenecientes al género

Ambrosiozyma 'y Wickerhamomyces.

Abstract

Diseases caused by symbiotic fungi are atypical, but the impact of ambrosial beetles and their
symbionts comprise some of the most significant problems that have emerged in the last century.
The study was carried out with five species of ambrosia beetles native to Mexico, Monarthrum
fimbriaticorne, M. conversum, M. exornatum, Xyleborus affinis and Euplatypus segnis in four
municipalities of the state of Michoacan (Los Reyes, Ario de Rosales, Tancitaro and
Ziracuaretiro). Different species of fungi were recovered from the processed beetles, in total 13
operational taxonomic units (UTOs) were identified from the 50 females of processed ambrosial
beetles. The genus Raffaelea was present in all species of insects of different genera, in this
study we identified four possible new species o Raffaelea. However, different species of the
genus Geosmithia, Esteya and Ceratocystiopsis were also recovered. Additionally, we report

different yeast species belonging to the genus Ambrosiozyma and Wickerhamomyces.

Introduccion

Los escarabajos ambrosiales (Coleoptera: Scolytidae y Platypodidae) y sus hongos
asociados tienen una relacion simbiotica mutualista. El hongo se beneficia del escarabajo ya que
este le brinda transporte hacia nuevos hospederos y proteccion de las condiciones desfavorables,
mientras que el escarabajo se beneficia de los nutrientes que proporciona el hongo para su

progenie (Batra, 1967). Los hongos simbiontes son la principal fuente de alimento para los

47



escarabajos ambrosiales ya que obtienen nutrientes esenciales para su reproduccion (Beaver,
1989; Kok et al., 1970).

Los hongos simbiontes son transportados en estructuras especializadas llamadas
micangios y pueden estar localizados en diferentes partes del cuerpo del insecto. Dichas
estructuras se han descrito dentro del aparato bucal, el térax o los élitros de los insectos,
dependiendo de las especies de los escarabajos (Six, 2012; Ploetz et al. 2013, Hulcr y Stelinski,
2017). Generalmente, las hembras adultas son portadoras de estas estructuras y cuando los
micangios se encuentran en los dos sexos, los micangios del macho no son funcionales. Sin
embargo, cuando solo los machos adultos tienen micangios, ellos inician la construccion de
galerias (Batra, 1963; Six, 2012).

Una especie de escarabajo estd generalmente asociada con uno o mas hongos
simbiontes, los cuales son transmitidos verticalmente de una generacion a otra dentro de las
galerias construidas en el xilema del hospedero (Beaver 1989, Farrell, 2001; Six, 2012;
Harrington et al. 2010, Ploetz et al. 2013). Los hongos simbiontes crecen en las galerias
construidas en el xilema del hospedero y son adquiridos mediante la alimentacion de las nuevas
generaciones. Sin embargo, también puede ocurrir la transferencia horizontal en la cual un
hongo simbionte puede ser adquirido por diferentes especies de escarabajos (Mueller et al.,
2005; Six, 2012, Carrillo et al., 2014; Ploetz et al., 2013).

La mayor parte de los hongos ambrosiales pertenecen al phylum Ascomycota, sub-
phylum Pezizomycotina y en menor cantidad también se asocian levaduras que pertenecen al
sub-phylum Saccharomycotina (Ploetz et al., 2013). Dentro de Pezizomycotina se encuentran
tres de los principales 6rdenes de hongos asociados a escarabajos ambrosiales: Ophiostomatales,
donde se encuentra el género Raffaelea que es uno de los géneros mayormente asociado a estos

insectos; Microascales con el género Ambrosiella y los Hipocreales con el género Geosmithia.
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De igual manera, en el sub-phylum Saccharomycotina se han identificado especies en el orden
de los Saccharomycetales con los géneros Pichia, Candida y Ambrosiozyma asociadas a
escarabajos ambrosiales (Kostovcik et al. 2015; Ploetz et al., 2013; Hulcr y Stelinski, 2017;
Saucedo et al., 2018).

Usualmente, los escarabajos ambrosiales se asociaban con un tnico hongo dominante
(Batra, 1963). Sin embargo, estudios recientes han demostrado que estas relaciones simbioticas
no son necesariamente uno a uno, encontrando que varias especies de hongo pueden cohabitar
en los micangios (Mayers et al., 2015; Hulcr y Stelinski, 2017; Saucedo et al., 2018). Dentro de
los micangios no solo se albergan hongos, también estan presentes bacterias que juegan un papel
poco estudiado, en el desarrollo y comportamiento del escarabajo (Endoh ez al. 2008; Six, 2012;
Hulcr et al., 2012).

A pesar de que las enfermedades causadas por hongos simbiontes son atipicas, el
impacto de los escarabajos ambrosiales y sus simbiontes comprenden uno de los problemas
fitosanitarios con mayor significancia que ha emergido en el tltimo siglo (O’Donnell et al.,
2015; Ploetz et al., 2013). Usualmente los hongos simbiontes no son patogénicos, pero como
explica Ploetz et al., (2013), existen casos llamados “Cisnes negros”, metafora para referirse a
un evento improbable. Por ejemplo, la marchitez del roble japonés causada por Raffaelea
quercivora cuyo vector es Platypus quercivorus, la cual afecta varias especies de roble como
Quercus serrata’y Q. mongolica var. grosseserrata (Kubono e Ito, 2002). La marchitez del roble
coreano causada por Raffaelea quercus-mongolicae y su vector Platypus koryoensis, que afecta
a Quercus mongolica, Q. aliena y Q. serrata (Kim et al., 2009). La muerte regresiva del
aguacate causada por Fusarium euwallaceae cuyo vector es Euwallacea nr fornicatus, y se
presenta en el Oeste de los Estados Unidos (Eskalen et al., 2012) y la marchitez del laurel en

Persea borbonia y otros miembros de las Lauraceas, reportada en el Suroeste de los Estados
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Unidos causada por Raffaelea lauricola, cuyo vector principal es Xyleborus glabratus
(Fraedrich et al., 2008).

El estudio de los hongos simbiontes se ha realizado en menos del 5% de las especies
de escarabajos ambrosiales (Hulcr y Stelinski, 2017). Hasta el momento en México se tienen
estudios acerca de la diversidad, la taxonomia, biologia y ecologia de los escarabajos
ambrosiales (Wood, 1982; Atkinson y Equihua, 1986a; Atkinson y Equihua, 1986b; Estrada y
Atkinson, 1988; Romero et al., 1997 y Equihua y Burgos, 2002, Burgos y Equihua, 2007,
Pérez et al., 2009; Atkinson, 2012; Pérez de la Cruz et al., 2015), recientemente se reportd dafios
en arboles de Carya illinoensis causados por Euplatypus segnis 'y asociado al dafio, encontraron
hongos como Lasiodiplodia theobromae, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Alternaria
alternata (Alvidrez et al., 2012). Se reportaron 3 especies de Xyleborus (X. affinis, X. volvulus
y X. spinulosus) asociadas a aguacate en el estado de Colima. (Castrejon et al. 2017). Silva et
al., (2015) identificaron las especies de Xyleborus nativas de México y se han identificado hasta
el momento 12 especies de escarabajos ambrosiales nativos de México: Xyleborus affinis, X.
volvulus, X. ferrugineus, Monarthrum conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne, Euplatypus
segnis, E. otiosus, Corthylus flagellifer, C. detrimentosus, Corthylocurus aguacatensis,
Amphicranus micidus, y una especie introducida de Africa Premnobius cavipennis asociados a
dafios en arboles vivos de aguacate Hass en Michoacéan. (Angel et al. 2018, datos no publicados).
Pero la informacion a cerca de los hongos simbiontes es escasa o nula, por tal motivo en el
presente trabajo se planted el objetivo de aislar e identificar las especies de hongos simbiontes

asociadas a escarabajos ambrosiales identificados en aguacate en Michoacan, México.

Materiales y métodos

Colecta de escarabajos
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Los escarabajos ambrosiales se colectaron de arboles de aguacate con sintomas
iniciales de marchitez y con evidencia de actividad de estos insectos como palillos de aserrin y
perforaciones en tronco y ramas. Las muestras se obtuvieron en diferentes zonas agroecologicas
de la region de aguacate del estado de Michoacéan localizadas en los municipios de Los Reyes,
Ziracuaretiro, Tancitaro y Ario de Rosales. Las muestras de madera afectada (10-20 cm de
diametro y 1 m de largo) se colocaron en recipientes plasticos de color oscuro (100 L) cerrados
con tapa hermética como lo describe Carrillo et al. (2012). Los escarabajos que emergieron de

los troncos fueron identificados vivos, segiin sus caracteristicas morfoldgicas.

Aislamiento de hongos a partir de los escarabajos

Adultos de Monarthrum fimbriaticorne (25 individuos), M. exornatum (25), M.
conversum (6), Xyleborus affinis (18) y Euplatypus segnis (1) fueron desinfestadas en alcohol
(70 %) por 15 segundos (s) y posteriormente se realizo un triple lavado con agua destilada estéril
por 15 s cada uno. De acuerdo con la ubicacion de los micangios, micangio procoxal (M.
fimbriaticorne, M. exornatum y M. conversum), micangio pre-oral (X. affinis) y micangio
pronotal (E. segnis), los escarabajos se seccionaron por la parte posterior del protérax y se
macerd la parte anterior del escarabajo, en 200 pL de agua destilada estéril en tubos de
microcentrifuga de 1.5 mL empleando pistilos plasticos y un rotor (Corning, Inc. 7724). De 100
uL del macerado del escarabajo se realizaron diluciones seriales de 1:1, 1:10 y 1:100 (v/v), en
medio de cultivo CSMA+ (cicloheximida, estreptomicina, agar malta y ampicilina), el cual
permite el crecimiento de hongos Ophiostomatales (Harrington, 1981) y diluciones 1:10y 1:100
(v/v) en agar papa- dextrosa (PDA) reducido adicionado con antibidticos (ampicilina y sulfato
de estreptomicina) para permitir el crecimiento de una amplitud hongos. Después de
aproximadamente 10 dias a una temperatura de 22°C, las unidades formadoras de colonia (UFC)

con diferente morfologia (color, textura, amplitud de crecimiento) fueron contadas, transferidas
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y agrupadas como fenotipos. Posteriormente, se selecciond una colonia representativa de cada
uno de los fenotipos y se realizd6 un cultivo monospdrico para su identificacion genético-
molecular.

Identificacion molecular de los simbiontes

A partir de colonias monospdricas de 3-4 semanas de edad, se realizo la extraccion de
ADN gendmico (1 colonia representativa de cada morfotipo), siguiendo el protocolo de Justesen
et al., (2002). Secuencias parciales de la subunidad grande 28S (LSU) y subunidad pequefia 18S
(SSU) fueron amplificadas utilizando los iniciadores LROR (5'-ACCCGCTGAACTTAAGC-
3)/ LRS (5'-CGATCGATTTGCACGTCAGA-3"), NS1- (5-GTA GTC ATA TGC TTG TCT
C-3")/ NS4 (5'-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3"), respectivamente. La Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) y las condiciones del termociclador fueron segiin
Dreaden et al., (2014).

Los productos de PCR fueron secuenciados por MCLAB (San Francisco, CA) y las
secuencias fueron editadas y ensambladas con el programa Geneious® 9.1.5

(https://www.geneious.com) (Kearse, 2012).

Cuadro 3. Numeros de acceso de secuencias de referencia en GenBank y hongos simbiontes
secuenciados y usados en los andlisis filogenéticos.

Cédigos de acceso GenBank

Orden Especies de hongos Voucher

LSU SSU
Saccharomycetales Ambrosiozyma platypodis CBS4111 KY106108
Ambrosiozyma ambrosiae CBS6003 KY106091
Ambrosiozyma cicatricosa CBS6157 KY106095
Ambrosiozyma kamigamensis CBS10899 KY106096
Ambrosiozyma llanquihuensis CBS8182 KY106097
Ambrosiozyma maleeae Y-63635 NGO055219
Ambrosiozyma monospora CBS2554 KY106099
Ambrosiozyma neoplatypodis CBS10900 KY106102
Ambrosiozyma oregonensis CBS5560 KY106103
Candida dendronema CBS6272 KY106411
Candida germanica CBS4105 KY106463
Candida berthetii CBS5452 KY106320
Candida multigemmis CBS6524 KY106588
Candida maris CBS5151 KY106557
Candida nemodendra CBS6280 KY106597
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Orden

Ophiostomatales

Cédigos de acceso GenBank

Especies de hongos Voucher LSU SSU
Candida kashinagacola IMC15021 AB296356

Candida krabiensis CBS10097 KY106540

Candida vanderkliftii JCM15029 AB291674

Candida conglobata CBS2019 KY106399

Candida naeodendra CBS6032 KY106592
Wickerhamomyces anomalus KR024781
Wickerhamomyces sydowiorum CBS5986 KY110149
Wickerhamomyces scolytoplatypi NBRC11029 NG_ 057157
Wickerhamomyces edaphicus CBS10408 KY110120
Wickerhamomyces queroliae EU580140
Wickerhamomyces patagonicus FJ793131
Schizosaccharomyces pombe Y-12796 NG042649

Ceratocystiopsis minuta CBS463.77 DQ268615 EU984267
Ceratocystiopsis minuta-bicolor CBS635.66 DQ268616 EU984268
Ceratocystiopsis manitobensis UM237 DQ268607 EU984266
Ceratocystiopsis ranaculosa CMW13940 DQ294357

Ceratocystiopsis brevicomis UM1452 EU913683

Ceratocystiopsis crassivaginata CMW134 DQ294386

Ceratocystiopsis rollhanseniana CMW13791 DQ294362

Ceratocystiopsis sp. MAR31

Ceratocystiopsis sp. MAR33

Ceratocystiopsis sp. MAR35

Ceratocystiopsis sp. MAR38

Ceratocystiopsis sp. MAR39

Esteya vermicola CBS115803 EU668903

Esteya sp. MAR32

Ophiostoma bicolor TUB F4269 DQ268604 AY497512
Ophiostoma ulmi DQ368627 M83261
Ophiostoma quercus DQ294376 AF234835
Ophiostoma canum AJ538342 EU984277
Ophiostoma floccosum AJ538343 AF139810
Ophiostoma ips AY172022 AY172021
Ophiostoma macrosporum CBS367.5 EU984290 EU984257
Ophiostoma montium CBS15178 AY 194947 EU984278
Ophiostoma novo-ulmi CMW10573 DQ294375

Ophiostoma piceae AJ538341 AB007663
Ophiostoma pulvinisporum CMW9022 DQ294380

Ophiostoma setosum AF128929

Ophiostoma tingens CBS366.5 EU984293 EU984258
Ophiostoma stenoceras CMW3202 DQ294350 FJ176850
Ophiostoma minus KY946718 KY931470
Raffaelea albimanens CBS271.70 EU984296 EU984259
Raffaelea aguacate CMW38067 KJ909296 KF026302
Raffaelea ambrosiae CBS185.64 EU984297 AY497518
Raffaelea amasae CBS116694 EU984295 AY858660
Raffaelea arxii CBS273.70 EU984298 AY497519
Raffaelea arxii MAR1

Raffaelea arxii MAR2

Raffaelea arxii MARS

Raffaelea arxii MARG6

Raffaelea arxii MAR7

Raffaelea arxii MAR20

Raffaelea arxii MAR21

Raffaelea brunnea CBS378.68 EU984284 AY858654

Raffaelea brunnea MARS(
Raffaelea brunnea MARS0a

53



Cédigos de acceso GenBank

Orden Especies de hongos Voucher LSU SSU
Ophiotomataceae sp. TR25 EU984281 EU984251
Raffaelea canadensis CBS168.66 EU984299 AY858665
Raffaelea fusca C2394 EU177449 KJ909300
Raffaelea fisca 87p2 CBS139934 KR018424 KR018398
Raffaelea fiisca 90p2 CBS139935 KR018415 KR018399
Raffaelea fusca MAR3
Raffaelea fusca MAR4
Raffaelea fusca MAR22
Raffaelea fusca MAR23
Raffaelea gnathotrichi CBS379.68 EU177460 AY858655
Raffaelea lauricola PL159 KJ909303 EU257806
Raffaelea montetyi CBS451.94 EU984301 AY497520
Raffaelea quercus-mongolicae KF513155 GQ225700
Raffaelea santoroi CBS399.67 EU984302 EU984261
Raffaelea subalba C2401 EU177443 KJ909304
Raffaelea subalba MAR17
Raffaelea subalba MAR42
Raffaelea subalba MAR43
Raffaelea subfusca C2335 EU177450 KJ909306
Raffaelea sulcati CBS805.70 EU984291 AY858666
Raffaelea sulphurea CBS380.68 EU984292 EU170272
Raffaelea tritirachium CBS726.69 EU984303 EU984262
Raffaelea sp. PL1001 CMW38062 KJ909293 KJ909294
Raffaelea campbellii CMW44800 KRO018414 KR018402
Raffaelea crossotarsa CMW44793 KX267103 KX267129
Raffaelea cyclorhipidia CMW44790 KX267104 KX267130
Raffaelea quercivora MAFF41091 AB496454 AB496428
Raffaelea xyleborina CMW45859 KX267110
Raffaelea sp.1 MAR45
Raffaelea sp.1 MAR47
Raffaelea sp.1 MAR49
Raffaelea sp.2 MARS4
Raffaelea sp.3 MAR29
Raffaelea sp.3 MAR30
Raffaelea sp.3 MAR34
Raffaelea sp.3 MAR36
Raffaelea sp.3 MAR37
Raffaelea sp.4 MAR41
Ambrosiella xilebori CBS110.61 EU984294 AY858659
Ambrosiella roeperi CBS142880 MF138153 MF138158

Andalisis filogenético

Las secuencias obtenidas se editaron manualmente para eliminar las ambigiiedades en

los extremos y se realizé una biisqueda BLAST para encontrar aquellas con méxima identidad

depositadas en GenBank utilizando el software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool,

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (Cuadro 3). Se obtuvieron los archivos FASTA de secuencias

con mayor identidad (99-100%) y de aquellas que se consideraron adecuadas para realizar el
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andlisis filogenético, incluyendo las secuencias de dos hongos simbiontes perteneciente al
género de los Microascales para su utilizacion como grupo externo. Se realizé el alineamiento
de las secuencias empleando el software MAFFT con los pardmetros por default (Katoh et al.,
2017). El alineamiento obtenido se utilizd para obtener el modelo evolutivo empleando el
software ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017). Los arboles filogenéticos se generaron
empleando los modelos TNe+R3 (gen SSU), GTR+F+R3 (gen LSU) y GTR+F+R4 (genes
concatenados) para calcular las distancias genéticas. Los arboles generados mediante el criterio
de ML se construyeron empleando el paquete IQ-TREE (Nguyen ef al., 2015) obteniendo los
valores de soporte SH-aLRT (%) / aBayes support / ultrafast bootstrap (UFBoot) soporte para
cada bifurcacion (Hoang et al., 2017). Debido a la congruencia entre los tres valores de soporte
solo se incluyeron en el arbol los porcentajes de los valores SH-aLRT mayores al 50%. Lo
arboles se visualizaron y editaron empleando el software FigTree version 1.4.2

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree).

Analisis estadistico

Las unidades formadoras de colonia (UFC) de los hongos recuperados de las diferentes
especies de escarabajos ambrosiales fueron comparados usando un método estadistico no
paramétrico con el software JMP Prol2 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina). Las
diferencias significativas fueron determinadas con Post-hoc Dunn test y p-values ajustado con
el método Benjamin-Hochberg (Dunn, 1964).

Resultados

Hongos simbiontes por especie de escarabajo

En total, se identificaron 13 unidades taxondmicas operativas (UTOs) de las 50
hembras de escarabajos ambrosiales procesadas. Diez UTOs pertenecen al orden de los
Ophiostomatales (Fig. 4); 2 UTOs a los Saccharomycetales (Figura 3) y 1 UTOs a los

Hypocreales. Ocho de los trece UTOs corresponden al género Raffaelea, dos UTOs son
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levaduras, Wickerhamomyces y Ambrosiozyma y los tres UTOs restantes correspondieron a los

géneros Ceratocystiopsis, Esteya 'y Geosmithia.

Cuadro 4. Prevalencia de hongos simbiontes en cinco especies de escarabajos ambrosiales

Especie de escarabajo Individuos Hongo simbionte n  Individuos con Promedio  Rango
procesados simbionte (%) de UFC UFC

Monarthrum fimbriaticorne 25 Wickerhamomyces sp. 11 44 257.2 0-900
Raffaelea sp.1 7 28 475.71 0-1400
Ambrosiozyma 5 20 164 0-320
oregonensis

Monarthrum exornatum 25 Raffaelea brunnea 6 24 133.3 0-300
Wickerhamomyces sp. 4 16 340 0-1300
Ambrosiozyma 3 12 30 0-60
oregonensis
Raffaelea sp.2 2 28 250 0-300

Monarthrum conversum 6 Raffaelea sp.3 4 66.7 152.5 0-200
Ceratocystiopsis sp. 4 66.7 67.5 0-110
Esteya sp. 1 16.7 60 60
Geosmithia sp 1 16.6 100 100

Xyleborus affinis 18 Raffaelea arxii 15 83.3 708.6 0-3700
Raffaelea fusca 5 27.8 880 0-1800
Ambrosiozyma sp. 2 11.1 1050 0-1400
Raffaelea subalba 1 5.6 28 28

Euplatypus segnis 1 Raffaelea subalba 1 100 60 60
Raffaelea sp.4 1 100 20 20

n: Numero de escarabajos que portaban el hongo
UFC: Unidades formadoras de colonia

Diferentes especies de hongos fueron recuperadas de los diferentes escarabajos

procesados (Fig. 4, Cuadro 4). Tres UTOs fueron identificados en Monarthrum fimbriaticorne.

Se aisld Raffaelea sp. 1 (MARA45, 47, 49) (Fig.5) presente en 47 % de los escarabajos procesados

con un promedio de 476 UFC. Adicionalmente, se identificaron dos especies de levaduras de

los géneros Wickerhamomyces sp. (MAR46, 46a) y Ambrosiozyma oregonensis (MAR44) (Fig.

6), prevalentes en el 73 y 33 % de los individuos con un promedio de UFC de 257 y 164,

respectivamente.
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Figura 5. UTOs (Ophiostomatales e Hypocreales) identificados en las cinco especies de
escarabajos procesadas. R. arxii (MAR21) recuperada de X. affinis (A), R. brunnea (MARS50)
de M. exornatum (B), R. fusca (MAR22) de X. affinis (C), R. subalba (MARA42) de X affinis y
E. segnis (D), Raffaelea sp. 1 (MAR45) de M. fimbriaticorne (E), Raffaelea sp. 2 (MARS54) de
M. exornatum (F), Raffaelea sp. 3 (MAR30) de M. conversum (G) Raffaelea sp. 4 (MAR41) de
E. segnis (H), Ceratocystiopsis sp. (MAR38) (I), Esteya sp. (MAR32) (J), y Geosmithia sp.
(MAR40) (K) de M. conversum. A excepcion de Geosmithia sp. (K) que esta en papa dextrosa
agar, las demads colonias estan en extracto de malta agar y tienen 6 semanas de edad.
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En Monarthrum exornatum se identificaron cuatro diferentes UTOs, dos especies de
Raffaelea, R. brunnea (Fig.5) recuperada en un 46 % de los escarabajos con un promedio de
133 UFC y Raffaelea sp. 2 (MARS54) (Fig. 5) en 15 % de los escarabajos procesados con un
promedio de 250 UTOs. Las dos especies restantes fueron dos especies de levaduras,
Wickerhamomyces sp. (MARS3, 53a) y Ambrosiozyma oregonensis (MARS2) (Figura 6) con el
31y 23 % y un promedio de UFC de 340 y 30, respectivamente.

De Monarthrum conversum se aisld una gran diversidad de hongos en los micangios
(4 OTUs). Raffaelea sp. 3 (MAR29, 30, 34, 36, 37) (Fig. 5) puede ser una nueva especie dentro
del género y Ceratocystiopsis sp. (MAR31, 33, 35, 38, 39) (Fig. 5) las cuales tuvieron una
prevalencia del 67 % cadaunay 153 y 68 UFC, respectivamente. Ademads, una especie de Esteya
(MAR32) (Fig. 5) y una de Geosmithia (MAR40), tuvieron una prevalencia del 17 % cada una

y 60 y 100 UFC, respectivamente.
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Figura 6. Arbol filogenético maxima verosimilitud de especies de Raffaelea, Esteya y
Ceratocystiopsis, generado con secuencias parciales de LSU y SSU. Las barras de colores
indican la especie de escarabajo en la que se encontrd el simbionte. Ambrosiella roeperi y
Ambrosiella xylebori se utilizaron como grupos externos.
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Cuatro UTOs fueron encontrados en Xyleborus affinis, siendo Raffaelea el género
predominante en este insecto. Raffaelea arxii (MAR1, 2, 5, 6, 7, 20) (Fig. 5) fue la especie més
prevalente, encontrandose en el 100% de los individuos procesados, con un promedio de UFC
de 709, seguido por R. fusca (MAR3, 4, 22, 23) (Fig. 5) aislandose 33 % de los individuos con
un promedio de UFC de 808 y R. subalba (MAR17) (Fig. 5) en solo el 7 % de los individuos
con un promedio de solo 28 UFC. Adicionalmente, la levadura Ambrosiozyma sp. (MAR28)
(Fig. 6) fue aislada de este escarabajo con una prevalencia en 13 % de individuos y un promedio
de 1,050 UFC.

Aunque solo se proceso6 un individuo de Euplatypus segnis, se encontraron dos UTOs
del género Raffaelea. Estos fueron R. subalba (MAR42, 43) (Fig. 5) con un promedio de 60
UFC vy la potencial nueva especie, Raffaelea sp. 4 (MAR41) (Fig. 5), con un promedio de 20
UFC.

En el municipio de Ario de Rosales estuvieron presentes ocho UTOs en seis géneros.
Raffaelea (R. brunnea, Raffaelea sp. 2, Raffaelea sp. 3), Ambrosiozyma, Ceratocystiopsis,
Esteya, Geosmithia y Wickerhamomyces; fue el municipio con mas diversidad de hongos. En
los Reyes se identificaron 4 UTOs donde solo estuvo presente el género Raffaelea (R. arxii, R.
fusca, R. subalba, Raffaelea sp. 4). En Ziracuaretiro, se encontraron 4 UTOs en dos géneros,
Raffaelea (R. arxii, R. fusca, R. subalba) y Ambrosiozyma. En el Municipio de Ziracuaretiro
solo se identificaron 3 UTOs, Raffaelea (Raffaelea sp. 1), Ambrosiozyma 'y Wickerhamomyces.

(Fig. 7)
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Figura 7. Arbol filogenético maxima verosimilitud de especies de Ambrosiozyma y
Wickerhamomyces, generado con secuencias parciales de LSU. Las barras de colores indican la
especie de escarabajo en la que se encontré el simbionte. Schizosaccharomyces pombe se utilizd
como grupo externo.
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Figura 7. Media de las unidades formadoras de colonia (UFC) de los hongos simbiontes
asociados a especies de escarabajos ambrosiales, en 4 municipios de las region aguacatera de
Michoacén. Las barras representan las desviacion estandar.

Discusion

La mayoria de los hongos ambrosiales pertenecen al orden los Ophiostomatales,
Hypocreales y Microascales (Gebhardt et al., 2005; Kolafik y Hulcr, 2009; Alamouti et al.
2009). El género Raffaelea perteneciente a los Ophiostomatales ha sido reportado en varias
especies de escarabajos ambrosiales y es el simbionte predominante en el género Xyleborus

(Harrington et al., 2010). Recientemente, varias nuevas especies del género Raffaelea se han
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asociado con especies de escarabajos ambrosiales poco investigadas (Campbell et al., 2016;
Saucedo et al., 2018). Ademas, especies patogénicas del género Raffaelea son los simbiontes
predominantes de estos insectos (Fraedrich et al., 2008).

En este estudio, se reportan las comunidades fungosas y simbiontes predominantes de
50 individuos pertenecientes a tres diferentes géneros y cinco diferentes especies de escarabajos
ambrosiales asociados en aguacate de Michoacan. El género Raffaelea estuvo presente en todas
las especies de insectos de los diferentes géneros. Sin embargo, también se recuperaron
diferentes especies de los géneros Geosmithia, Esteya y Ceratocystiopsis. Adicionalmente, se
reportan diferentes especies de levadura pertenecientes a los géneros Ambrosiozyma y
Wickerhamomyces.

Recientes investigaciones indicaron que el género Raffaelea es el simbionte
predominante del género Xyleborus (Harrington et al., 2010; Kostovcik et al. 2015; Saucedo et
al., 2017). En nuestro estudio, X. affinis fue el escarabajo con mas especies de Raffaelea (R.
arxii, R. fusca, R. subalba) aisladas de sus micangios. En adicion, una especie de Ambrosiozyma
no descrita fue recuperada de este insecto, lo cual coincide con comunidades fungosas aisladas
de especies de Xyleborus (X. affinis, X. bispinatus y X. volvulus) colonizando aguacate antillano
en el sur de Florida (Saucedo et al., 2018). Aunque nosotros obtuvimos X. affinis de aguacate
‘Hass’, las comunidades fungosas de este escarabajo ambrosial fueron muy similares a las
encontradas en Florida en aguacate antillano.

Debido a la prevalencia (100 %) y predominancia (709UFCs) de R. arxii en los
micangios de X. affinis, nuestros resultados confirman que Raffaelea arxii es el simbionte
primario de X. affinis (Scott Du Toit J. W., 1970; Saucedo et al., 2017; Saucedo et al. 2018).
Aunque Harrington et al. (2010) y Saucedo et al. (2018) recuperaron a Raffaelea subalba

obtenida de los micangios de Xyleborus glabratus y X. bispinatus asociados con Persea humilis
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(Silk bay) y Persea americana, respectivamente, nosotros lo reportamos por primera vez en X.
affinis y Euplatypus segnis. Cabe resaltar que fue el unico hongo que se repitié en 2 de las 5
especies de escarabajos procesadas.

En estudios anteriores realizados en Euplatypus parallelus (Bumrungsri et al., 2008;
Tarno et al., 2016) y E. segnis (Alvidrez et al., 2012) no se identificaron especies de Raffaelea
asociadas a estos insectos o a sus galerias. No obstante, Li et al. (2018) reportaron una posible
nueva especie de Raffaelea en individuos de E. parallelus capturados en trampas de luz en el
sur de la Florida. Aunque nosotros solo procesamos un individuo de E. segnis, reportamos otra
posible nueva especie de Raffaelea (MAR41). Como lo mencionan Li et al. (2018), es probable
que en trabajos anteriores con especies de Euplatypus no identificaran especies de Raffaelea
debido a que no usaron un medio selectivo como el +CSMA que permite el crecimiento de
Ophiostomatales.

En el género Monarthrum ya se habian identificado anteriormente especies de
Raffaelea (R. brunnea, especie cercana a R. lauricola) asociadas con Quercus sp. en Estados
Unidos (Batra, 1967). Adicionalmente de R. brunnea, en este estudio reportamos diferentes
especies de Raffaelea, algunas posiblemente nuevas especies, en micangios de escarabajos
ambrosiales del género Monarthrum. Por ejemplo, Raffaelea sp. 1 asociada a M. fimbriaticorne,
Raffaelea sp. 2 y R. brunnea a M. exornatum y Raffaelea sp. 3 asociada a Monarthrum
conversum. Adicionalmente, recuperamos una especie del género Esteya, una de Geosmithia y
una de Ceratocystiopsis en individuos de M. conversum.

Geosmithia es un género de hongos que usualmente no son patogénicos y se asocia con
escarabajos descortezadores y ambrosiales que atacan los diametros mas pequefios del arbol
(Wingfield et al., 1988; Kolatik and Jankowiak 2013; Kolatik et al., 2017). En 2011, Kolatik et

al. reportaron por primera vez una especie de Geosmithia (G. morbida) la cual es patogénica en
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especies de Juglans, asociada al escarabajo Pityophthorus juglandis en Estados Unidos.
Nosotros reportamos Geosmithia sp. (MAR40) como un hongo auxiliar de Monarthrum
conversum. Adicionalmente, recuperamos una especie de Esteya (MAR32) como hongo
asociado de M. conversum, especies de este género de hongos han sido asociadas a los
escarabajos ambrosiales Oxoplatypus quadridentatus y Myoplatypus flavicornis en roble y pino,
respectivamente, en el sureste de los Estados Unidos (Li ez al. 2018). Ademas, también aislamos
una especie de Ceratocystiopsis (MAR31, 33, 35, 38, 39), la cual ha sido reportada en
Euplatypus compositus, Euplatypus parallelus y Oxoplatypus quadridentatus obtenidas en
diferentes regiones de Estados Unidos (Li et al. 2018). Es necesario contar con informacion
adicional que permita comprender el papel que desempefian estos hongos en los micangios de
Monarthrum conversum.

Hulcr y Stelinski (2017) sugieren que especies del género Raffaelea estan asociadas
con escarabajos que atacan las zonas del arbol que suelen ser mas himedas y con mayor
diametro. Sin embargo, esto no concuerda con nuestros resultados ya que tres especies
(Monarthrum fimbriaticorne, M. exornatum 'y M. conversum) de escarabajos ambrosiales que
portaban especies del género Raffaelea predominaron en ramas y zonas con menor humedad.
Aunque estudios recientes sugieren que los escarabajos ambrosiales que portan especies de
Raffaelea como simbiontes primarios pueden colonizar ramas de aguacate a 6 m de altura a
partir del suelo (Menocal et al., 2018), mas informacidn es necesaria para conocer la biologia
de las especies del género Monarthrum.

Las levaduras tienen una asociacion cercana con los escarabajos ambrosiales, sin
embargo, existe muy poca informacion del papel que desempefian en su interaccion con estos
insectos (Endoh et al., 2008; Saucedo et al., 2018; Yun et al., 2018). La mayoria de estas

levaduras se encuentran en el género de Ambrosiozyma y han sido reportadas en Africa, Estados
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Unidos y Japon (Endoh et al., 2008; Ninomiya et al., 2013; Saucedo et al., 2018). En este estudio
reportamos la presencia de Ambrosiozyma en tres especies de escarabajos ambrosiales
(Xyleborus affinis, Monarthrum fimbriaticorne, M. exornatum) en México. El género
Wickerhamomyces fue asociado a galerias de Scolytoplatypus shogun y S. tycon en Fagus
crenata en Japon (Ninomiya et al., 2013), mientras que en este estudio reportamos
Wickerhamomyces en las especies de escarabajos M. fimbriaticorne y M. exornatum
colonizando aguacate.

En las comunidades fungosas de micangios pre orales (Xyleborus affinis) se
encontraron especies de dos diferentes géneros de hongos (Raffaelea, Ambrosiozyma), mientras
que los hongos asociados al micangio procoxal (Monarthrum fimbriaticorne, M. exornatum, M.
conversum) fueron mas diversas y menos selectivas con especies de hongos de diferente género
(Raffaelea, Ceratocystiopsis, Esteya, Geosmithia, Ambrosiozyma, Wickerhamomyces).
Aparentemente, los micangios pre-oral y procoxal son menos especificos que los mesotoracicos
o elitrales encontrados en escarabajos ambrosiales del género Xylosandrus y Xyleborinus,
respectivamente (Kostovcik et al., 2015; Ploetz et al., 2016; Hulcr and Stelinski, 2017; Saucedo
et al. 2018). Nuestros resultados coinciden con Hulcr and Stelinski (2017) ya que ellos
mencionaron a Raffaelea y Ambrosiozyma como hongos asociados a micangios procoxal de
especies del género Monarthrum. De igual manera, nuestros resultados coinciden con estudios
recientes que reportan a especies de Raffaelea como simbiontes primarios de especies de
Xyleborus. A pesar de que las comunidades fungosas del micangio procoxal han sido menos
exploradas que las comunidades fungosas del micangio preoral, este estudio representa una de
las primeras lineas de investigacion acerca de la diversidad de comunidades fungosas en

micangios procoxales del género Monarthrum.
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Este reporte representa el primer estudio exhaustivo realizado para identificar las
especies de hongos simbiontes asociadas a diferentes especies de escarabajos ambrosiales en
Meéxico. Ademas, en base al andlisis filogenético con el uso de dos genes (LSU and SSU)
reportamos cuatro posibles nuevas especies de Raffaelea, una especie de Esteya, una de
Ceratocystiopsis y una de Geosmithia, para un total de siete nuevas especies por describir. Mas
informacion de su caracterizacion morfologica, fisiolégica y molecular es necesaria para
determinar su descripcion. Este trabajo abre lineas de investigacion poco exploradas para
conocer y describir la simbiosis mutualista entre hongos y escarabajos ambrosiales de México
en un hospedero de importancia econdmica nativo de Mesoamérica, el aguacate. Es necesaria
mas investigacion adicional que permita identificar el papel que juegan estas especies de hongos

ambrosiales en la interaccion con su hospedero y el insecto asociado.
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5. CONCLUSIONES
El principal objetivo de esta investigacion fue identificar las especies de escarabajos
ambrosiales colonizando arboles de aguacate, su patrén de ataque y los hongos simbiontes

asociados a las especies de escarabajos de mayor prevalencia.

En el capitulo I se identificaron y cuantificaron las incidencias de doce especies de
escarabajos ambrosiales nativos de México, las especies identificadas fueron Xyleborus affinis,
X. volvulus, X. ferrugineus, Monarthrum conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne,
Euplatypus segnis, E. otiosus, Corthylus flagellifer, C. detrimentosus, Corthylocurus
aguacatensis, Amphicranus micidus, y una especie nativa de Africa, Premnobius cavipennis,
asociados a dafios en arboles vivos de aguacate ‘Hass’ en Michoacan. Todos los arboles que
tenian presencia de escarabajos ambrosiales, presentaron un factor primario de estrés, que fue

el cancro del tronco.

Las especies de insectos encontradas desarrollaron dos patrones de ataque en los
arboles de aguacate analizados. El primer patron encontrado fue en la parte baja del arbol
(tronco), en este patron de ataque predominaron dos especies de escarabajos, Xyleborus affinis
y Euplatypus segnis. El segundo patron de ataque fue en la parte superior (ramas) del arbol
donde predominaron Monarthrum fimbriaticorne y M. conversum. Es importante mencionar que
los patrones se presentan por separado, nunca encontramos un arbol que tuviera los dos patrones

al mismo tiempo.

En el II capitulo se procesaron cinco especies de tres diferentes géneros de escarabajos
ambrosiales con diferente tipo de micangio (preoral, procoxal y pronotal). Identificamos 13
unidades taxondmicas operativas (UTOs). Diez UTOs pertenecen al orden de los

Ophiostomatales y 2 UTOs a los Saccharomycetales y 1 UTOs a los Hypocreales. Ocho de los
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trece UTOs son del género Raffaelea, dos UTOs son levaduras (Wickerhamomyces y

Ambrosiozyma) y los tres UTOs restantes fueron Ceratocystiopsis, Esteya, Geosmithia.

Las comunidades fungosas de los micangios pre orales de Xyleborus affinis fueron
menos diversas en cuanto a género de hongos (predominé Raffaelea), pero presentaron una
mayor diversidad de especies (R. arxii, R. fusca, R. subalba), comparado con las comunidades
fungosas de los micangios procoxales (Monarthrum fimbriaticorne, M. exornatum y M.
conversum.), que no fueron tan especificos en cuanto a los géneros y las especies de hongos

asociados a ellos. (Raffaelea, Ceratocystiopsis, Esteya'y Geosmithia).
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6. DISCUSION GENERAL

Recientemente, se han intensificado los estudios para conocer la biologia y diversidad de
los escarabajos ambrosiales (Scolytinidae y Platyponidae) en México. Hasta ahora se tiene
informacion sobre la taxonomia, biologia y ecologia de los escolitinos en México (Wood, 1982;
Romero et al., 1997 y Equihua y Burgos, 2002). Se han realizado estudios dirigidos a regiones
especificas de México con determinados tipos de vegetacion (Atkinson y Equihua, 1986a;
Atkinson y Equihua, 1986b; Estrada y Atkinson, 1988; Burgos y Equihua, 2007; Pérez et
al., 2009; Atkinson, 2012; Pérez de la Cruz ef al., 2015) y se han identificado las especies de
Xyleborus nativas de México (Silva et al., 2015).

La mayoria de los escarabajos ambrosiales atacan arboles estresados (exceso de agua,
sequias extremas, podas, condiciones ambientales no favorables), estos arboles liberan
sustancias volatiles como el etanol que atrae a los escarabajos ambrosiales (Wood, 1982;
Atkinson y Equihua, 1986a y b; Equihua y Burgos, 2002; Burgos y Equihua, 2007; Hulcr et al.,
2011; Alvidrez et al., 2012; De la Cruz et al., 2015: Hulcr y Stelinski, 2017). En esta
investigacion todos los arboles muestreados siempre presentaron un factor de estrés primario
donde predominaron los cancros.

La presente investigacion representa uno de los primeros estudios de escarabajos
ambrosiales dirigido al cultivo aguacate en el estado de Michoacan, México. Por primera vez se
reportan 12 especies de escarabajos ambrosiales: Xyleborus affinis, X. volvulus, X. ferrugineus,
Monarthrum conversum, M. exornatum, M. fimbriaticorne, Euplatypus segnis, E. otiosus,
Corthylus flagellifer, C. detrimentosus, Corthylocurus aguacatensis, Amphicranus micidus,
nativos de México y una especie introducida de Africa Premnobius cavipennis (Wood, 1982),

asociados a dafios en arboles vivos de aguacate ‘Hass’ en Michoacan.

79



Asi mismo se reportan las comunidades fungosas y simbiontes predominantes de 50
individuos pertenecientes a 3 diferentes géneros y 5 diferentes especies de escarabajos
ambrosiales asociados en aguacate en Michoacan. El género Raffaelea estuvo presente en todas
las especies de insectos de los diferentes géneros. Sin embargo, también se recuperaron
diferentes especies de los géneros Geosmithia, Esteya y Ceratocystiopsis. Adicionalmente, se
reportan diferentes especies de levadura pertenecientes al género Ambrosiozyma 'y
Wickerhamomyces.

En las comunidades fungosas de micangios pre oral (Xyleborus affinis) se encontraron
especies de 2 diferentes géneros de hongos (Raffaelea, Ambrosiozyma), mientras que los hongos
asociados al micangio procoxal (Monarthrum fimbriaticorne, M. exornatum, M. conversum)
fueron més diversas y menos selectivas con especies de hongos de diferente género (Raffaelea,
Ceratocystiopsis, Esteya, Geosmithia, Ambrosiozyma, Wickerhamomyces). Aparentemente, los
micangios pre-oral y procoxal son menos especificos que los mesotoracicos o elitrales
encontrados en escarabajos ambrosiales del género Xylosandrus y Xyleborinus, respectivamente
(Kostovcik et al., 2015; Ploetz et al., 2016; Hulcr and Stelinski, 2017; Saucedo et al. 2018). A
pesar de que las comunidades fungosas del micangio procoxal han sido menos exploradas que
las comunidades fungosas del micangio preoral, este estudio representa una de las primeras
lineas de investigacion acerca de la diversidad de comunidades fungosas en micangios
procoxales del genero Monarthrum.

Este reporte representa el primer estudio exhaustivo de los hongos simbiontes
asociados a diferentes especies de escarabajos ambrosiales en México. Reportamos cuatro
posibles nuevas especies de Raffaelea, una especie de Esteya, una de Ceratocystiopsis y una de

Geosmithia, para un total de 7 nuevas especies por describir.
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Esta investigacion abre lineas de estudio poco exploradas para conocer la simbiosis
mutualista entre hongos y escarabajos ambrosiales de México en un hospedero de importancia
econdmica nativo de Mesoamérica, el aguacate. Es necesaria mas investigacion para determinar
el rol que juegan estas especies de escarabajos ambrosiales y sus hongos simbiontes en su
interaccion con su hospedero. Investigaciones futuras acerca de su patogenicidad deberan ser

realizadas.
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