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Protocolo para Proyecto de Investigacién 2018 2 005

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:
Alternativas biorracionales para el control del picudo de la guayaba]$75,000
(Conotrachelus dimidiatus)

2.- Introduccion

El cultivo de la guayaba Psidium guajava L. es de gran importancia en México, este cultivo se encuentra distribuido en
18 entidades federativas ocupando una superficie de 21,834 hectareas, pero las regiones productoras mas
importantes del pais se localizan en los estados de Michoacan, Aguascalientes y Zacatecas, donde se cultivan 19,681
ha, que representan el 90% de la superficie total y aportan el 94% de la produccion nacional (SIAP, 2016).

En el municipio de Calvillo, Aguascalientes este frutal ocupa 6,269 ha, que representan el 30% de la superficie
nacional plantada y se producen alrededor de 94 mil toneladas de guayaba que equivale al 32.3% de la produccion
nacional lo cual ubica a Aguascalientes como el segundo estado productor (SIAP, 2016).

Entre los principales factores de produccion que afectan a este cultivo se encuentran: escasez de agua, poco uso de
fertilizantes y podas inadecuadas. Adicionalmente, el guayabo se ve afectado por diversos organismos plaga cuyas
poblaciones dafan los frutos y ocasionan pérdidas en la produccion (Gonzalez et al., 2002).

El picudo de la guayaba (Conotrachelus sp.) es uno de los principales problemas de produccion de la guayaba en
México v si no se le controla ocasiona pérdidas de hasta el 60%. Esta plaga se encuentra ampliamente distribuida en
las principales zonas productoras. Para su combate se aplican de tres a veinticuatro veces aplicaciones de insecticidas
calendarizada a partir del inicio de lluvias sin tomar en cuenta la presencia de la plaga (De Lira et al., 2015), esperando
reducir dafios menores al 10%; sin embargo, lo anterior conlleva a dos situaciones: la fuga de capital y la falla para
determinar el momento preciso de aplicar los tratamientos contra la plaga (Gonzalez et al., 2008).

El manejo organico-biologico se ha tratado de implementar mediante la aplicacion de hongos entomopatogenos, asi
como la aplicacion de extractos vegetales, pero no se han obtenido resultados satisfactorios debido a una aplicacion
incorrecta. En la actualidad, el estudio de productos biorracionales para el control de esta plaga se encuentra en
desarrollo generando estrategias con productos alternativos a los insecticidas quimicos.

Por la problematica planteada, el uso inadecuado de insecticidas quimicos y considerando la importancia que tiene C.
dimidiatus por los dafios que ocasiona al cultivo y el poco conocimiento que se tiene para su combate con especies
vegetales y hongos entomopatogenos, el presente trabajo de investigacion pretende explorar el potencial del uso de
alternativas biorracionales para definir los tratamientos mas eficientes en el manejo de esta plaga, y determinando la
efectividad biolégica de hongos entomopatégenos de cepas nativas de la region de Calvillo, Ags.

Objetivos
Objetivo general

Buscar alternativas biorracionales para controlar el picudo de la guayaba bajo condicion de laboratorio.
Objetivos especificos

« Determinar la susceptibilidad del picudo de la guayaba a extractos vegetales con propiedades insecticidas, in
vitro.

« Evaluar la efectividad biolégica de cepas nativas de hongos entomopatogenos para el control del adulto del
picudo de la guayaba, in vitro.

« Evaluar la compatibilidad de extractos vegetales con los hongos entomopatogenos para el control del picudo
de la quayaba, in vitro.

Hipotesis
« F 1 plantas que producen metabolitos secundarios que pueden ser empleados como insecticidas en el
control de plagas de la guayaba.
« [£x ' horoos entomopatégenos nativos en las huertas de guayaba que pueden ser utilizados, mediante

distintas formulaciones, para el control del picudo de la guayaba.
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3.-Revisi0n de Literatura

Los principales insectos plaga que afectan la productividad de las huertas de guayabo son: picudo de la guayaba
(complejo de especies del genero Conotrachelus spp), mosca de la fruta (Anastrepha striata) y temolillo (Cyclocephala
lunulata) (Gonzalez y Perales 1993).

El picuco de la guayaba (Conotrachelus spp.) es considerado como la principal plaga del cultivo en la region Calvillo-
Carfiones, ya que llega a infestar hasta el 70% de la superficie (Villasefior, 1977; Gonzalez et al., 2002), y si no se le
controla ocasiona pérdidas de hasta 60% de la produccion (Velazquez, 1975; Gonzalez et al., 2002).

Para su combate ¢ lizan de tres a diez aplicaciones de insecticidas calendarizadas a partir del inicio del temporal
de lluvias sin tom: cuenta la presencia de la plaga, esperando reducir danos menores al 10%; sin embargo, lo
anterior conlleva d-= situaciones: la fuga de capital y la falla para determinar el momento preciso de aplicar los

tratamientos contra la plaga.
En la region guayatcra de Calvillo, Aguascalientes y Cafion del Juchipila, Zacatecas (Calvillo-Cafiones), se han
realizado varios es'ios tendientes a determinar las especies de picudos asociados a guayaba, detectandose a

Pandeleteius sp., ‘omorus (sinonimo = Naupactus) cervinus Boheman, Pantomorus albosignatus Boheman,
Conotr: lus din /s Champion y varias especies de Conotrachelus sin determinar; Velazquez (1975) menciona
tres diferentes esp _mientras que Gonzalez (1994) menciona nueve. Aunque Pandeleteius sp. y Pantomorus spp.,
son mu, “bundant -~ 1 las huertas de guayabo, no dafnan a los frutos (Gonzalez, 1989; Tafoya et al., 2007). De las
especi~s da Conotrachelus detectadas en la region Calvillo-Cafiones solo dos estan atacando frutos de guayaba: una
es Corotrachelus ¢ iatus conocido como el picudo de la guayaba que es la especie predominante y la que causa
mas dafns. Su ciclo ¢ vida tiene una duracion de un afo. Durante el 2014 el periodo de vuelo inicio el 27 de mayo y
finalizo ! 13 de se bre, presentandose la mayor actividad de vuelo en los meses de junio, julio y agosto, a pesar
de que o se ob licha actividad en octubre y por el desarrollo de las larvas, se sospecha que los adultos se
encue! activo 1 el mes de octubre (Argén et al., 2015).

Gonz~ t al., en una prueba de control de adultos con extractos de plantas en “El Rescoldo”, Apozol,
Zacatecas, se pre: una gran presion de la plaga ya que cuando no se aplicaron medidas de control se observaron
niveles de dafio de! %, mientras que en donde se aplico el insecticida Karate® se observaron dafios del orden del
45.3% lo cual es c .rado alto. En orden de eficacia le siguieron la infusién con ajo + gobernadora y ajo + barbasco
con 47.1 y 48.3 % son muy similares al obtenido con el quimico y estadisticamente diferentes al testigo, de los
tratamie straron disminucion en los dafios fueron: piretrinas, azufre, ajo + semillas de papaya, ajo +
quasi

En"E G \guascalientes la infestacion de picudo de la guayaba no fue tan severa ya que se observaron
dan | test | 28% seguido por los tratamientos jicama + barbasco y ajo + barbasco con 21 y 19%
respe i ente, 'n estadisticamente diferentes de los insecticidas Sevin, Decis, Tracer y Calypso con 1.45,
214, 2.28 y 2.51 ‘ruta dafada respectivamente y aunque fueron inferiores a los dafios en el Malatién y ajo +
jicama (7 5.9 . ta dafada) no fueron estadisticamente diferentes.

f o trol biologico del picudo, se han detectado varias cepas de hongos entomopatogenos que
afec! | a larvas invernantes y adultos de picudo, mismas que se encuentran en fase de evaluacion
 en ¢ 1., 2002).

4.- ' mental
[ Pa 1 proyecto en el afio 2018, se tomaran los resultados obtenidos en la etapa anterior (ano 2017).
Una vez lenciacion de los hongos entomopatogenos se seguira el protocolo descrito a continuacion:
‘ )atogenos

Ty de esporas

e adas las cepas nativas de los hongos entomopatogenos a nivel de especie, se preparara una
sl e agregando a cada tubo 10 ml de solucion salina (0,85%) con 0,1% de Tween 80 (Polisorbato
80) ‘ svenir la aglomeracion y la rapida precipitacion de las esporas (Merkulow y Ludwing, 1999;
Wya!! v Las esporas seran desprendidas del micelio con una varilla de vidrio esteril. La suspensic’nns
obte! , . otro tubo de ensayo estéril y se determinara su concentracion, la cual se ajustard a 1x10
UFC ‘na (Wyatt y Parish, 1995; Lopez-Malo et al., 1995).

1Ci s filtrado de cepas nativas
U - I3 | fermentado liquido de las cepas identificadas de los hongos entomopatogenos, sé utilizara la

3
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r Nico et al., (2003), la cual consiste en los siguiente:

sporico de ocho dias de crecimiento en PDA, se obtendra un disco de micelio de 5 mm de
4 en matraces de 250 mL de capacidad con medio de cultivo caldo de papa dextrosa (CPD),
.nte 15 dias a 28 °C. Después de este tiempo, el CPD se filtrara con gasas estériles, luego se
uido sobrenadante y se filtraran a través de papel Whatman No. 1 para luego centrifugarse a

. minutos. Por Gltimo, el sobrenadante se filtra a través de un filtro Microporo de 0,45 pm. Los
ran en refrigeracion durante cinco dias a 6 °C para su empleo en evaluaciones contra C.

1 la determinacion de actividad insecticida

mo los exudados de los hongos seran evaluados individualmente mediante la técnica del vial
1987: Cahill y Hackett, 1992), para determinar la actividad insecticida de cada uno.
Jcentraciones con tres repeticiones mas un testigo absoluto para cada extracto vegetal y para
o introducira treinta insectos adultos en viales de centelleo de vidrio de 20 ml cuyas capsulas
srmitir la respiracién de los organismos y se invertiran los tubos para asegurar un contacto
tos y los productos.

. se haran observaciones para determinar el porcentaje de mortalidad de los adultos,
-tado 0 muerto a cualguier individuo inmoévil o que tenga movilidad anormal. Los bioensayos se
. ambiente, entre 22.5 y 28.5°C, y humedad relativa entre 55% y 65.

para la determinacion de las CLsp

<ectos mas activos, eliminando aquellos con movilidad anormal. Los insectos se alimentaran
1 con una die'r de guayaba fresca, antes de ser utilizados para los bicensayos con la técnica
rmente descrita.
contraciones con tres repeticiones y un testigo absoluto para cada ingrediente activo de cada
xiractos vegelales, asi como de cada filtrado de las cepas de los hongos entomopatdgenos.
~ harsn nhservaciones para evaluar la mortalidad, considerando como afectado o muerto a
sste inmovil o que tenga movilidad anormal. Los bioensayos se realizaran a temperatura
5°C, v humedad relativa entre 55% y 65%.
osis-mortal | para cada producto se obtendran mediante regresiones lineales (FINNEY) y
‘nstituie 1907 para determinar las Clsg.

clo vegetales con los hongos entomopatdgenos

5 C1. e 2 principio, se evaluara la compatibilidad con los hongos entomopatogenos,
nsion de esporas, y se seguira la metodologia propuesta por Bafios et al.,

mL qeo - PDA estéril y solidificado se agregaran 200 L de cada extracto por placa, se
; Con ayu 5 un asa de Digralsky y se agregaron 100 L de una suspension de esporas (1
S ‘ nor toda la placa, se incubara a una temperatura de 27 °C hasta gue el micelio

! -~ completamente al azar, para determinar las combinaciones posibles con tres

" de los extractos vegetales para los hongos entomopatogenos.

ihili - ducto con los entomopatégenos, se utilizard el modelo T {(Alves et al. 1998),
31 s ibilidad de hongos entomopatogenos con productos insecticidas en estudios in
: © 1 ello, se calcularan los valores porcentuales promedio de esporulacion y
“los hangos con relacion al testigo (100%), aplicandose enseguida, para cada
‘ormula:
T = [20(CV) + 80(ESP)})/100
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- etativo y esporulacion para clasificacion del producto;
Lulivo relativo al testigo;
slativo al testigo;
en disefio completamente al azar; posteriormente, los resultados se analizaran por

\as ecuaciones de mejor respuesta.

dn de bioformulados

nhienidos en la prueba de compatibilidad de extractos con los hongos
. evaluacion de la mezcla de los éstos mas los filtrados de las cepas nativas
 mencionada anteriormente.
te al azar con siete concentraciones mas un testigo absoluto, tres repeticiones por
) adultos por repeticion.
talid ! para el bioformulado se obtendran mediante regresion lineal (FINNEY) y
497 | para determinar las ClLsg del bioformulado.

1o veoetales y de los filtrados de las cepas nativas mediante HPLC

r porcentaje de mortalidad, seran considerados para el andlisis quimico para la
s m¢ 1 bolitos secundarios.

5 s roalizaré por HPLC, se programara a 2544 y 280,4 nm; se empleara como
adi de acetonitrilo y agua, comenzando con un 30% de agua, aumentando

L a5 12 minutos y el 100% de agua en 15 min. Las muestras se inyectaron a 2 pL
7). Se utilizard una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 de tamafo 4,6 x 150

si+ ' do el método propuesto por Scott et al., (2005), en el que se realizara una
aric °Cl) en modo positivo operado con las siguientes condiciones: Rango de
150 0 ' temperatura de ionizacion de 300 a 350° y de vaporizacion 400 a 500°C,

le los compuestos, algunos parametros como flujo, temperatura del horno
'tadc = obtenidos.

ara ol 2018.
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