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SONVENIO ESPECIFICO DE COLABORACION QUE CELEBRAN: POR UNA
PARTE. LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO, A TRAVES
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRICOLAS REPRESENTADA POR SU
DIRECTOR M. EN F."ARTEMIO BALBUENA MELGAREJO; Y POR OTRA, LA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO, REPRESENTADA SU
RECTOR DR. JORGE GALO MEDINA TORRES; A QUIENES EN LO SUCESIVO,
SE LES DENOMINARA COMO “LA FACULTAD" Y “LA EJECUTORA”, AL TENOR
DE LOS ANTECEDENTES, DECLARACIONES Y CLAUSULAS SIGUIENTES:

ANTECEDENTES

Chihuahua es un estado importante en cuanto a la produccién de
semilla tubérculo de buena calidad fitosanitaria. Una de las razones por las que esta
region es adecuada para la produccién de semilla es la baja incidencia de Punta °
Morada de la Papa (PMP); sin embargo los productores estan preocupados por el
desconocimiento de la situacion actual de esta importante plaga en el Estado y sobre
todo en la region productora de semilla tubérculo. En varias regiones paperas de
México, la PMP o Zebra Chip, es la principal limitante .de la produccién de éste
cultivo. Incidencias de hasta 100% han sido comunes en variedades susceptibles y
ciclos de cultivo con condiciones propicias para la enfermedad, lo que redunda en
pérdidas cuantiosas y mala calidad provocada por la infeccién y manchado de los
tubérculos que los hace inadecuados para la industria y para uso como semilla.

La ejecutora, por su parte tiene entre sus propositos generary transferir
tecnologia y realiza investigacion para generar estrategias de manejo fitosanitario en
el cultivo de papa, para reducir perdidas y tener mejor calidad en la cosecha.

DECLARACIONES
l. DE “LA FACULTAD”

1. Que la Universidad Autonoma del Estado de México, es un organismo pubiico
descentralizado, con personalidad juridica y patrimonio propios, dotado de plena
autonomia, en su régimen interior, de conformidad con lo que disponen los

S ROT articulos 5° parrafo séptimo de la Constitucién Politica del Estado Libre vy
@é’@;‘h o3 ™ Eob'ell'atno di Mélxico,b¥ 1°dde su| Leci/ apl;ob:dla C%oot;'Decrcztol réamerg 62 de la LI
A ANTO 2, Legislatura Local, publicada en la Gaceta del 500t i
MTD%@NARR@ “‘?%1982. p . erno del dia 3 de marzo de

. ZBue con fundamento en los articulos 17 de la Ley de la Universidad Auténoma

#:54gl Estado de México, 71 y 76 fracciones | del Estatuto Universitario, para el
o, umplimiento de sus funciones académicas y fines, la Maxima Casa de Estudios

cuenta con Organismos Académicos, dentro de los cuales se encuentran la
Facultad de Ciencias Agricolas, suscribiente del presente.
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3. Que “LA FACULTAD” es organismo académico, que tiene como fines: formar

profesionales, realizar investigaciones y extender los beneficios

de la cultura en

el area de ciencias agricolas; planear, organizar, definir, impartir, vigilar y
evaluar los estudios de licenciatura, asi como promover y llevar a cabo

actividades de difusién cultural y extensién universitaria.

4  Que el M. en F. Artemio Balbuena Melgarejo, fue nombrado por el H. Consejo
Universitario en su sesion ordinaria celebrada el dia 29 de junio de 2010, como
Director de la Facultad, con las facultades y obligaciones establecidag en la
legislacién universitaria y quien cuenta con el mandato especial que lo autoriza

para suscribir el presente convenio, otorgado por el M. en C.

Eduardo Gasca

Pliego, Rector de la Universidad Auténoma del Estado de México.

5. Que sefiala como domicilio el ubicado en El Cerrillo Piedras
postal 50200, Toluca de Lerdo, Estado de México. :

6. Que estan interesados en aprovechar la experiencia que tiene “LA

Blancas, cédigo

EJECUTORA” en investigacion sobre Ia enfermedad de Punta Morada de la
Papa, para evaluar el Muestreo y Monitoreo de Insectos vectores y su relacién
con esta epidemia causada por Fitoplasmas y Ca. Liberibacter psyllaurous en la

zona de Casas Grandes, Chihuahua. -

il DE “LA EJECUTORA”

Es un Organismo Publico Descentralizado del Gobierno Federal,

.

con autonomia,

personalidad juridica y patrimonio. propio, de conformidad con su Ley Organica

emitida por el Congreso General de los Estados Unidos Mexican

os, publicada en

el Diarlo Oficial de la Federacién de fecha 26 de abril de 2008, con los siguientes

objetivos contemplados en su Capitulo 1 Articulo 3°

a) Impartir educacion y formar recursos humanos en las diferentes

areas y niveles,

en el campo de las ciencias agrarias y en ofras que la sociedad requiera,

buscando que desarrolien el juicio critico, la vocacion human

ista, los valores

democraticos y los principios nacionales, y que resulten capaces de contribuir a

la solucién de los problemas .del pais en general y de su
particular.

medio rural, en

. Realizar investigacién en las.éareas de su competencia, cuyos resultados
favorezcan al desarrollo sustentable - tecnolégico, social, economico Y

ecolégico —, atendiendo a las especialidades regionales; y

« Preservar, promover, investigar y acrecentar la cultura,
cnologia en general, y en forma particular, las que
directamente con su naturaleza y mision de servicio, dentro d

la ciencia y la
se relacionan
e un proceso de



2. Vigilar la debida aplicacion de los insumos que son proporcionados a “LA
EJECUTORA” de acuerdo a la metodologia, practicar las inspecciones que sé
consideren necesarias para constatar el cumplimiento de los compromisos asumidos

por “LA EJECUTORA".

3. Elaborar y suscribir el Acta de Finiquito del proyecto una vez cubiertos los
objetivos, las metas y los requisitos estipulados en la metodologia del Proyecto, en la
ue se sefiale que se dan por concluidos los compromisos de “LA FACULTAD" con
“t A EJECUTORA" y de ‘LA EJECUTORA” con “LA FACULTAD” en los aspectos

referentes al proyecto.

TERCERA.- COMPROMISOS DE “LA EJECUTORA”

Para el cumplimiento del objeto del presente convenio, “LA

EJECUTORA" se compromete a:

“or

r. Sergio René Sanchez Pefia corresponsables del proyecto denominado:
“Muestreo y Monitoreo de Insectos Vectores y su Relacién con la Epidemia de la

D

1.

2.

Realizar el Proyecto de Investigacién de acuerdo con la metodologia descrita.

Aplicar los insumos que le canalice “LA FACULTAD", tnica y exclusivamenté
para la realizacion del Proyecto aprobado.

Aplicar las aportaciones comprometidas en el Proyecto de acuerdo con los
montos especificados en el Analitico del proyecto.

Informar a “LA FACULTAD" los avances logrados en los meses de Abril a
Noviembre de 2010.

Al término del Proyectos, presentar un informe Técnigo a ‘LA FACULTAD".
Otorgar el debido reconocimiento a “LA FACULTAD" en cualquier publicacion

o presentacion de resultados derivados del Proyecto en eventos de caracter
plblico, respetando el acuerdo de confidencialidad, segtn la Clausula Octava.

CUARTA.- RESPONSABLE DEL PROYECTO

“LA EJECUTORA" designa al Dr. Gustavo Alberto Frias Trevifio y al

Punta Morada de la Papa causadas por Fitoplasmas y Ca. Liberibacter psyllaurous en
lotes de Produccion de Semilla Tubérculo en Casas Grandes, Chihuahua” y sera el
enlace institucional con “LA FACULTAD" teniendo la obligacién de supervisar el fiel

C

imiento del presente Convenio, asi como presentar a ‘LA FACULTAD"

iodicamente los informes correspondientes.

-
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QUINTA.- ADMINISTRADOR DEL PROYECTO

“ A FACULTAD" designa al M. de F. Francisco Xavier Flores Gutiérrez como
Coordinador e Ing. Ana Laura Franco Malvaiz como colaborador, asi como
Administrador Financiero del Proyecto, quien sera responsable de entregar a “LA
EJECUTORA las cantidades a que se refiere la clausula segunda y vigilar 1a correcta
aplicacién de los recursos econémicos.

SEXTA.- RECEPCION DE INFORMES Y SUSPENSION DE
APORTACIONES

« A FACULTAD", tiene el derecho de solicitar en cualquier momento
informes de avances técnicos, asi como realizar inspecciones de campo Yy
documentales que juzgue necesarias durante la ejecucion del Proyecto; la recepcion
de los informes y la entrega de los recursos estipulados. ‘

Los resultados del proyecto podrian generar nuevos campos de
investigacion conjunta para los cuales, de existir intereses en las partes, se
elaboraran los acuerdos operativos de colaboracion necesarios.

SEPTIMA.- RESCISION

Las partes convienen en qué “LA FACULTAD" podra en cualquier
momento rescindir el presente Convenio antes del plazo pactado, cuando “LA
EJECUTORA” no cumpla con cualquiera de las obligaciones a su cargo estipuladas
en el presente Convenio. La cual operard de pleno derecho y sin necesidad de
declaracion judicial. En cuanto a los recursos econdmicos “LA EJECUTORA’
reintegrard a ‘LA FACULTAD" el recurso que no se haya gjercido a la fecha de
rescision del Convenio

OCTAVA.- CONFIDENCIALIDAD

Las partes se comprometen a no difundir, sin autorizacion de la otra; las
informaciones cientificas, técnicas, académicas o de cualquier indole; relativas
exclusivamente a procedimientos 0 procesos de la otra parte; y obtenidas como
consecuencia del desarrollo del proyecto de investigacion objeto de este convenio,
mientras esas informaciones no sean del dominio publico. Tanto en publicaciones,
como en patentes, se respetara siempre la mencién a los autores de! trabhajo; en

.

resultados se hara siempre referencia especial al presente convenio.
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NOVENA.- RELACION LABORAL

Queda expresamente estipulado que el personal designado, contratado
o comisionado para la realizacion del objeto de este Convenio, estara bajo la
dependencia directa de ‘LA EJECUTORA" y por lo tanto, en ningin momento se
considerard a “LA FACULTAD" como patrén sustituto, ni tampoco a fla “LA
EJECUTORA” como intermediaria, por lo que “ A FACULTAD" no tendra relacion
alguna de caracter laboral con dicho personal y consecuentemente queda liberado de
cualquier responsabilidad que pudiera derivarse en materia de trabajo y seguridad

social.

DECIMA.- ASUNTOS NO PREVISTOS

Los asuntos relacionados con el objeto de este Convenio y que no se
encuentren expresamente previstos en sus Clausulas, seran resueltos de comun
acuerdo por las partes y las decisiones que se tomen deberan hacerse constar por

escrito.

DECIMA PRIMERA.- VIGENCIA

) El presente Convenio entrara en vigor a partir de la fecha de su firmay
tendra una duracion de un afio, renovandose anualmente a través de un memorando
de entendimiento hasta el término de la ejecucion del Proyecto de acuerdo con la
metodologia aprobada. Cuando por causas no imputables a “LA EJECUTORA" le
fuere imposible llevar a cabo la realizacion de alguna accién dentro del plazo
establecido, las partes podran negociar. su ampliacién o darlo por terminado
definitivamente.

DECIMA SEGUNDA.- DE LA PROPIEDAD INTELECTUAL.

Las partes acuerdan que la titularidad de los derechos patrimoniales de
las obras intelectuales que resulten del presente convenio, corresponderan a “LA
FACULTAD”. Ninguna de las partes publicara los resultados de los esfuerzos
conjuntos sin previo consentimiento de “LA FACULTAD".

DECIMA TERCERA.- JURISDICCION

Para la interpretacion, ejecucion y cumplimiento del presente Convenio
que no pueda resolverse de comun acuerdo por las partes, éstas se someteran a la
jurigdiccion de los tribunales competentes de la ciudad de México Distrito Federal
unciando desde ahora a cualquier otro fuero que les pudiere corresponder en
z6n de sus respectivos domicilios presentes o futuros.



DECIMA CUARTA.- NOTIFICACION

Las partes manifiestan due para los efectos legales del presente
convenio, el lugar donde se les puede notificar, son los siguientes domicilios, a ‘LA
EJECUTORA’", en las oficinas de Rectoria en el Edificio denominado “El Edificio
Central Administrativo de la Universidad” en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México.
C.P.25315ya‘La EACULTAD’ en El Cerrillo Piedras Blancas, codigo postal 50200,
Toluca de Lerdo, Estado de México.

LEiDO EL PRESENTE CONVENIO POR LAS PARTES Y ENTERADAS DE SU

CONTENIDO Y ALCANCE LEGAL, LO FIRMAN POR DUPLICADO AL MARGEN

DE TODAS LAS HOJAS, A EXCEPCION DE LA ULTIMA QUE SE FIRMA AL

, CALCE, DE CONFORMIDAD Y ~ PARA SU DEBIDA CONSTANCIA,

- CORRESPONDIENDO UN EJEMPLAR PARA CADA UNA DE ELLAS, EN LA
" CIUDAD DE TOLUCA DE LERDO, ESTADO DE MEXICO, A LOS TRECE DIAS '

DEL MES DE SEPTIEMBRE DEL ANO DOS MIL DIEZ.

POR “LA FACULTAD” POR “LA EJECUTOR

Q\Ju,m(; |

M. DE F. ARTEMIO BALBUENA DR.J
MELGAREJO REC
DIRECTOR

N

STAVQ/ALBERTO FRIAS
~ TREVINO »
RESPONSABLE DEL PROYECTO
POR LA UNIVERSIDAD AUTONOMA
AGRARIA
“ANTONIO NARRO"

DR.

Universidad Auténomi
] 0 Jde Méxice

LAS FIRMAS ANTERIORES CORRESPONDEN AL CONVENIO ESPECIFICO DE COLABORACION QUE CELEBRAN:
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL _ESTADO DE MEXICO, A TRAVES DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
1. AGRICOLAS; Y LA UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO. CONSTE.-arevcscnanmmaaammoorans



ANEXO “A”

PRESUPUESTO
CONCEPTOS. MONTO
Consultoria UAAAN $200,000.00
Presupuesto de Operacion y Anéliéis $97,500.00
Material varios $10,000,00
| Gastos ministrativos UAAAN (10_%) $30,750.00

T | Proyecto $338,250.00




ANEXO “B”

PROTOCOLO (METODOLGSIA) EXPERIMENTAL PARA LA ZONA PAPERA DE
CASAS GRANDES, CHIHUAHUA

MUESTREO Y MONITOREO DE INSECTOS VECTORES Y SU RELACION CON LA
EPIDEMIA DE LA PUNTA MORADA DE LA PAPA CAUSADA POR FITOPLASMAS Y
Candidatus liberibacter psyllaurous EN LOTES DE PRODUCCION DE SEMILLA

TUBERCULO EN CHIHUAHUA

ANTECEDENTES:

Chihuahua es un estado importante en cuanto a la produccion de semilla tubérculo de -

buena calidad fitosanitaria. Una de las razones por las que esta regién es adecuada para
la produccion de semilla es la baja incidencia de PMP; sin embargo los productores estan
preocupados por €l desconocimiento de la situacion que actual de esta importante plaga
en el Estado y sobre todo en la region productora de semilla tubérculo. En varias regiones
paperas de México, Ia Punta Morada de la Papa (PMP) o Zebra Chip, es la principal
limitante de la produccion de éste cultivo (Flores y Lira, 2008). Incidencias de hasta 100%
han sido comunes en variedades susceptibles y ciclos de cultivo con condiciones
propicias para la enfermedad (Flores et al., 2004), lo que redunda en pérdidas cuantiosas
y mala calidad provocada por la infeccion y manchado de los tubérculos que los hace
inadecuados para la industria y para uso como semilla (Garcia-Quijano, 1996; Cazares-

Méndez et al., 2004).

El agente causal de la PMP es un fitoplasma y/o una bacteria que se transmite de planta
a planta por psilidos y chicharritas (Leyva et al., 2002; Lee, I, et al., 2008; Munyaneza, et
al.,, 2006; Munyaneza, et al., 2008; Hansen, et al, 2008), La especie de psilido con
capacidad de transmision de la enfermedad es Bactericera cockerelli Sul (Munyaneza, et
al., 2007; Hansen, et al., 2008), mientras que las chichartitas reportadas como vectores

son las especies Macrostelles sp. y Empoasca sp.

En los estados de Coahuila y Nuevo Ledn se han encontrado evidencias de que tanto la
bacteria Liberibacter como el fitoplasma de la punta morada estan asociados a la
enfermedad. Pero mas alld de la etiologia, se encontrd que los tubérculos constituyen
una importante fuente de inoculo para iniciar la epidemia de PMP y que los vectores
tienen la capacidad de diseminar a |a bacteria y/o al fitoplasma a una distancia de hasta
80-100 m a partir de plantas provenientes de semillas infectadas; lo que convierte al
tubérculo semilla en la principal forma de ingreso de la enfermedad al cultivo, sobre todo
en lugares en donde no hay malezas hospederas infectadas alrededor del cultivo

(Hernandez et al., 2009).

Estos antecedentes nos indican que las estrategia de manejo que podamos establecer
para mantener al estado de Chihuahua como-una zona productora de semilla-tubérculo,

odran disefiarse y tener mejores posibilidades de éxito si se investiga y establece la
prevalencia de la PMP y su etiologfa, la importancia de [a semilla tubérculo, de las plantas
mostrencas y de las malezas reservorios de la PMP/Zebra chip y su relacién con la
poblacion de insectos vectores de la enfermedad.



Los objetivos de esta investigacion seran:

1. Cuantificar la fluctuacion poblacional dé B. cockerelli (=Paratrioza) y Chicharritas
en papa, en sus diferentes estadios, a lo largo del ciclo de cultivo.

2. Determinar presencia de Liberibacter y fitoplasmas, en insectos vectores y plantas
de papa recolectadas en la zona productora de semilla en Chihuahua.

3. Determinar el comportamiento de la epidemia del Complejo de Punta Morada de
la Papa alo largo de la temporada de cultivo.

4. Evaluar la importancia del tubérculo semilla, plantas de papas mostrencas,
malezas y migracion de vectores como fuente de indculo primario para iniciar la

epidemia punta morada.

MATERIALES Y METODOS.

El trabajo de Investigacion se realizara en (lotes comerciales) de la zona
productora de semilla tubérculo en el estado de Chihuahua y en el Laboratorio de
Parasitologfa molecular de la Universidad- Auténoma Agraria Antonio Narro y/o
Laboratorio de Biologfa Molecular del CDAS. Se realizarén muestreos al iniclo de la
siembra de maleza aledafia, durante el ciclo de cultivo en el 2010 en lotes comerciales
sembrados por productores de semilla tubérculo. Las muestras se trasladaran a la

UAAAN/CDAS para su andlisis.

OBJETIVOS 1, 4.
Muestreo de B. cockerelli y chicharritas durante el ciclo de cultivo e Importancia de

Fuentes de Inéculo (malezas y cultivo).

MALEZAS:
‘ Para los muestreos en maleza, se utilizara una red entomoldgica de golpeo de 30

cm de diametro; en cada muestreo se consideraran cinco puntos al azar, en un area de
aproximadamente (2 hectareas), adjunta a un terreno programado para la produccién de
semilla tubérculo, dando 20 redazos en cada punto, para tener asi un total de 100
redazos cada ocho dias (Nava, 2002).

Se tomaran muestras de algunas malezas de las diferentes especies donde se encuentre
B. cockerelli, para corroborar si estos son hospederos y portadores del la bacteria
Liberibacter y el fitoplasma que causa la punta morada/zebra chip., lo cual se
determinara mediante métodos diagnésticos de PCR.

Los hospederos que resulten con presencia de insectos vectores y que aun no estén
reportados como positivos a Liberibacter/fitopalasma se identificaran y se preservaran én
prensas_de madera. Se clasificaran a estos hospederos como hospederos completos
(tod s estadios del insecto vector) y hospederos ocasionales (donde solo se

ey tre el adulto del insecto vector). -
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CULTIVO:
Método Knockdown: S

Para el muestreo en el cultivo de la papa, en lotes (pivotes sembrados) en la zona
de Nuevo Casas Grandes, del ciclo primavera-verano, se utilizara la técnica de
Knockdown, colocando 2m? de manta blanca en el suelo, debajo de las plantas de papa,
en cinco puntos tomados al azar dentro del cultivo. Y en todos los casos, para evitar que
la tela se mueva por el viento, esta se afianzara al suelo con ganchos de metal que se
colocaran en todas las puntas de la manta, en seguida se asperjara las plantas con un
insecticida piretroide (Cipermetrina 500 CE, en la dosis comercia), dejandolo actuar por
30 minutos; pasado este tiempo, se procedera a recoger todos los insectos derribados en
la tela de manta con un pincel (Vargas, C. |. 2005.).

Método de trampas amarilla pegajosas:

Se colocaran 4 trampas amarillas con pegamento en cada pivote (localidad): Las trampas
amarillas sé colocaran a la altura de la copa del cultivo se orientaran de tal manera que
reciban, luz directa (Nava, 2002). El registro de las especies de insectos capturados en las
trampas se llevara a cabo cada ocho dias al igual que el cambio de las trampas (Zavala,

2002).

Inspeccidn visual de instares ninfales de vectores en la planta.
Se usara el método de Nava (2002) para detectar huevecillos en plantas de papa,
marcando 10 de ellas por pivote y contando semanalmente los huevecillos y ninfas en las

hojas de las plantas marcadas.
Considerando las similitudes entre la mosquita blanca de la hoja plateada (MBHP)

y el psilido del tomate en cuanto a sus caracteristicas morfologicas, biologia y habitos, de
este psillido se utilizaran los planes de muestreo recomendados para adultos y ninfas de

la mosquita blanca.

Antecedentes de la metodologia para evaluar fluctuacion poblacional de vectores de
MBHP en chile y tomate:

Chile. La distribucién vertical de la MBHP en chile fue determinada en 1995 en el
Valle de Rio Grande, Texas. En este cultivo las densidades mas altas de adultos se
“observaron en las hojas 5 y 6 a partir de la terminal de la planta y ademas tuvieron baja
variabilidad. Los huevecillos fueron més abundantes y menos variables en las hojas 2 a 4
de la terminal de la planta. Las densidades més altas de ninfas ocurrieron en las hojas 3
a 8 y estas posiciones de hojas tuvieron coeficientes de variacidn bajos. No se detectaron
diferencias en los patrones de distribucién de las MBHP entre variedades (Nava, 1998).

Tomate. La distribucion vertical de la MBHP en tomate fue determinada en 1993
en el valle de Culiacan, Sin. Los huevecillos fueron mas abundantes en el cuarto estrato
(la planta se dividié en cinco estratos, el primero fue el basal y el quinto el terminal), las
ninfas chicas se localizaron principalmente en el segundo v tercer estrato, mientras que
las ninfas grandes se concentraron en el primer estrato (Avilés 1995a,b). Schuster (1998)

minG la distribucién vertical de la MBHP en tomate en Florida. En este estudio se

dete
Bfaron los inmaduros y adultos en los tres, foliolos terminales de cada hoja del tallo
oficipal y de una rama lateral, considerando a la hoja apical como la nimero uno. Los
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huevecillos, ninfas (primero a tercer ‘instares) y “pupas” fueron mas abundantes y con
variacién baja en las hojas de los nudos 4-6, 68-8 y 8-10, respectivamente. El tamafio de
muestra minimo no excedié de 23 y 28 hojas para ninfas y “pupas’, respectivamente, a
una densidad tan baja como de un inmaduro por hoja (Se sugiere utilizar alguno de
estos 2 tipos de muestreos para ninfas de este spilido).

Antecedentes (papa):

No existen umbrales econémicos o de accién para tomar decisiones de control del
psilido (solanaceas). La informacién existente sobre la interaccion vector-enfermedad-
hospedante se menciona a continuacion:

Papa. En California se reporta que densidades de 3 a 5 ninfas por planta son
capaces de producir sintomas iniciales del “amarillamiento por el psilido®, pero que se
requieren > 15 ninfas por planta para producir sintomas severos. Poblaciones
relativamente bajas antes o durante el inicio de la formacién de los tubérculos afectan la
produccion significativamente, pero una vez que los tubérculos se han formado las
plantas toleran el dafio. En esta regién se han reportado pérdidas de rendimiento det 20
al 50%. También se reporta que los tubérculos producidos por plantas enfermas brotan
prematuramente bajo ‘almacenaje y no son adecuados para su uso como semilla. Se
indica que la alimentacién por los adultos tiene poco o ningun efecto en cualquier epoca
del desarrollo del cultivo.

OBJETIVO 2.
Determinar presencia de Liberibacter y fitoplasmas, en Bactericera cockerelli Sul. y

chicharritas.

Los insectos colectados de maleza y del cultivo de la papa, se procesaran y

.analizaran para determinar si son portadores de los patégenos asociados a la PMP/zebra

chip. Los insectos colectados se colocaran en frascos de plastico de 50 ml y se
mantendran en hieleras con refrigerante para mantener la temperatura baja (7 °C) (Nava,
2002), para mantenerlas en condiciones adecuadas para su procesamiento por PCR
(Reaccién en Cadena de la polimerasa).

Deteccién de Candidatus Liberibacter psyllaurous y fitoplasmas en insectos,
muestras de papa y malezas.
La corroboracién de la presencia de Candidatus Liberibacter psyllaurous en insectos y/o
muestras de plantas a partir de los diferentes pivotes a evaluar en campo (objetivo
1,2,3,4), se realizara por la técnica de PCR.

Extraccion de ADN: :

La extraccién de ADN y pruebas de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), se
realizara en el laboratorio de Parasitologia Molecular de la Universidad. La técnica de
extraccion de acidos nucleicos (ADN) para las muestras, sera la descrita por (Almeyda et
al., 2064), utilizando 250 miligramos de tejido vegetal y en insectos se utilizara 20
es enes por muestra.
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Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). La deteccion de Liberibactér se realizara
por medio de la técnica de PCR, utilizando los siguientes iniciadores Lp16S-1F/Lp16S-1R
(400 pb); Lp16S-ISRF/Lp16S-ISRR (662 pb); Lp16S-ISR 23 SF/Lp16S-ISR 23 SR (918
pb) (Hansen, et al., 2008). Las PCR’s se realizaron en un volumen final de 25 yl, usando
50 ng de ADN, 12.5 pMoles de cada iniciador, solucién de PCR al 1X, MgCl; a 2mM,
dNTP’s a 200 uM y 1.5 U de Tag-Polimerasa. Las PCR’s se realizaron en un
termociclador MJ Research con el siguiente programa: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 94 °C por tres minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a
94 °C por 30 segundos, alineamiento a 65 °C por 30 segundos, extension a 72 °C por un
minuto y un ciclo final a 72 °C por 10 minutos. Los productos de las PCR’s seran
fraccionados en un gel de agarosa al 1.5 %, el cual se tifiird con bromuro de etidio (0.5
ug/ml) y visualizara en un transluminador de luz UV.

OBJETIVO 3. :
Determinar presencia del Complejo de Punta Morada de la Papa a lo largo de la

ciclo de cultivo.

Obtencién de material vegetal

En cada pivote, se tomaran hojas de papa sintomas o asintomaticas en forma aleatoria,
los muestreos se realizard en las etapas fenolégicas del cultivo surco verde, surco
cerrado, floraciéon, madurez y cosecha, tomandose 5 muestras por pivote. Para
determinar la incidencia de la enfermedad se seleccionara cinco sitios al azar por pivote y
en cada punto se examinara 200 m lineales del cultivo de acuerdo al procedimiento

descrito en la NOM-041, (2002).

Muestreos realizados en un patrén de W, seleccionandose nueve puntos, examinandose
10 plantas/punto, teniendo un total de 90 plantas como el 100% para cada lote

(Hernandez et al., 2009).

Para el analisis de Liberibacter y fitoplasma, se tomara muestras de follaje a 5 puntos,
muestreando 5 plantas haciendo una muestra compuesta por punto (Hernéndez et al,
2009).

En las dos ultimas etapas fenoldgicas y de cada pivote, se le tomaran muestras de
brotes axilares, tallos, estolones y hojas, al final del ciclo del cultivo.

" Para el caso de tubérculos, se tomaran 100 papas por (lote o pivote sembrado) para su
analisis (Sabritas).

Se tomara 50 tubérculos en la etapa 5, para analisis freido y andlisis laboratorio, en caso
de ser necesario, y 50 tubérculos adicionales al azar para prueba de freidos en campo
(Sabritas).

OBJETIVO 4.
Evaluar la importancia del tubérculo semilla, plantas de papas mostrencas, malezas

y migfacién de vectores como fuente de indculo primario para iniciar la epidemia
o} morada.
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En Invernadero:

Se.establecera una colonia de psilidos y de chicharritas en plantas de chile y papa. Los
insectos ahi desarrollados libres de Liberibacter y fitoplasmas s transferiran a plantas de
papa y malezas infectatias con Liberibacter y fitoplasmas. Después de un mes de
alimentacion en los hospederos infectados, los insectos adultos se trasferiran a 20
plantas de papa de 20 dias de emergidas, libres de los patégenos de la Punta
Morada/Zebra Chip y se medira el porcentaje de transmision.
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