Direccion de Investigacion

Subdireccion de Programacion y Evalq

Proyecto de Investigacion 2018

Unidad; | Saltilo | Division: | Agronomia | Departamento: | Parasitologia
Tema estratégico (ANA/PEP): | Doctorado en Ciencias Parasitologia Agricola

Linea de investigacién: | Entomologia

Titulo del proyectd: Manejo de Diaeretiella rapae en el control de Brevicoryne brassicae y biologia del hiperparasito
Alloxysta fuscicornis

Presupuesto soligitado (Maximo $75,000)
Tipo de investigacién: | Basica |
Vinculacién: [Si | [No |

| $ 75,000 | El proyecto es:
| Aplicada | X [ Tecnolégica |
| Fondos concurrentes: |

[ Nuevo | [ Continuacion | X
| e-mail del responsable | sanchezcheco@gmail.com

Cooperante(s): 5

Entidad (es): | Saltillo, Coahuila | Municipio (s): | Saltillo

Localidades: | Saltillo, Coahuila
A realizar durante el{los) afo(s); | 2017-2019
Paricipantes | B, | TEEICTE 1 T
Responsable | Dr. Sergio Rene Sanchez Pena 3611 28386
Colaborador: | Dr. Oswaldo Garcia Martinez 3611 957
Colaborador: | Dr. Luis Alberto Aguirre Uribe 3611 899
Colaborador: | Dr. Ernesto Cerna Chavez 3611 3563
Colaborador:
Colaborador: 0
S ] Grado por obtener | Matricula Firma

Tesista: | Francisco Javier Lopez Monzon Maestria 41091340
Programa Docente: | Doctorado en Parasitologia Agricola
Tesista: a3
Programa Docente:
Tesista: %1
Programa Docente:

B 2 Vo. Bo. Autoriza

iniversidad +
NLOT

Firma g g
y sello WEeh = o
Nombre |~ _ZDr. Ernesto Cerna Chavez Dr. Armando Robledo Olivo

___ Jefe de Departamento Subdirector de Programacion y Evaluacion

e Cada Jefe de Departamento debera dejar copia para su archivo

Subdirecciéon de Programacion y Evaluacién

PYE-01



Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018 1

(&)
i

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:
Manejo de Diaeretiella rapae en el control de Brevicoryne brassicae y biologia 75,000
| del hiperparasito Alloxysta fuscicornis

2 - Introduccion

Mexico ocupa el cuarto lugar en produccion mundial de brocoli con 44.1 mil toneladas (SAGARPA, 2016),
siendo Guanajuato el estado con mayor produccion de este cultivo, con un total 63 mil 486 toneladas de
brécoli fresco (Periodico am, 2016)

El pulgon de la col, Brevicoryne brassicae (L.) (Hemiptera: Aphididae), es una plaga de distribucién mundial
de plantas de la familia de las cruciferas incluyendo a la col, coliflor, col de Bruselas, col rizada, brécoli,
mostaza, nabo y algunas especies de maleza (Ayal 1987).

Diaeretiella rapae es un parasitoide primario importante de una amplia gama de especies de pulgones,
entre ellos el pulgdn gris de la col B. brassicae (Elliott et al., 1994). El ciclo de vida de este parasitoide esta
dividido en dos estados: el estado inmaduro y el estado adulto con 21 dias aproximadamente (Kant, 2012).

Alloxysta fuscicornis es una especie de origen europeo que presenta una distribucion cosmopolita
habiéndose citado en las regiones Holartica, Neotropical y en Australia (Villar et al. 2002).

Objetivos

e Determinar la influencia del suministro de alimento para Diaeretiella rapae en el parasitismo sobre
Brevicoryne brassicae en campo.

e FEvaluar el uso del sistema de plantas “banco” como fuente de produccion continua de Diaeretiella
rapae.

e Investigar el ciclo de vida, tiempo de desarrollo y longevidad del hiperparasito Alloxysta fuscicornis
en condiciones de laboratorio.

» Determinar la fenologia del hiperparasito asociado Allosxysta fuscicornis.

Hipotesis

Las estrategias de manejo de D. rapae, influiran significativamente en la incidencia del pulgon de la col.
Algunos aspectos biolégicos de Alloxysta fuscicornis dependeran de factores ambientales, mismo que
afectara al parasitoide D. rapae.

3.-Revision de Literatura

Origen e Importancia del Brocoli

Origen y Localizacién: esta hortaliza es originaria del Mediterraneo y Asia Menor. Existen referencias
historicas de que el cultivo data desde antes de la Era Cristiana. Ha sido popular en Italia desde el Imperio
Romano, en Francia se cultiva desde el siglo XVI (FAQO, 2014).

El brocoli tiene un alto valor nutricional y medicinal que radica principalmente en su alto contenido de
vitaminas, minerales, carbohidratos y proteinas. Estos ayudan a prevenir algunos tipos de cancer, retardan
el proceso de envejecimiento, mejoran el funcionamiento de los pulmones, disminuyen la aparicion de
cataratas y procesos de degeneracion muscular. También disminuyen algunas complicaciones relacionadas

con la diabetes (DESCA, 2015).

Descripcion Botanica

El brocoli cuenta con un sistema radical poco profundizador, hojas grandes con bordes ondulados, de color
verde intenso a verde grisaceo, y cuyo tallo principal termina en una inflorescencia primaria con flores
dispuestas en una estructura denominada “pella” o ‘pan”, que se comercializa para fresco. Esta
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inflorescencia, tipo corimbo compuesto, esta formada por numerosos primarios foliares sostenidos en
pedicelos dispuestos sobre pedunculos suculentos. La formacién de pella no requiere vernalizacion, y se
gatilla después de cierta cantidad de hojas, desarrollandose a partir de la yema apical del tallo principal.
Varia de color desde verde claro hasta plrpura segun el cultivar, y permanece compacta hasta que
maduran las flores. A partir de las yemas axilares de las hojas se desarrollan inflorescencias laterales de
menor tamafo, que son utilizadas por la industria, especialmente del congelado y encurtido (Kehr, et al.
2012).

Plagas y Enfermedades

Dentro de las plagas que afectan al brocoli se encuentra el gusano de la Col (Delia radicum) el gusano de la
col importado (Pieris rapae), polilla de la col (Trichopulsia ni), polilla de la col (Plutella xylostelfa) y gusano
de la col respaldado por el purpura (Evergestis pallidata) el escarabajo puga (Phyflotreta spp) son las plagas
mencionadas por (Zvalo, et. al 2007), asi como también el pulgon gris de la Col son las plagas que causan
dafio al cultivo del Brocoli. Los altos niveles de dafio por alimentacion haran que la defoliacion severa, lo
que resulta en plantas con retraso del crecimiento.

Las enfermedades mas importantes que dafan este cultivo son causadas por bacterias; la mancha de la
hoja bacteriana (Pseudomonas syringae), los sintomas consisten en manchas en las hojas que comienzan
lesiones puntiformes como pequerias, empapadas de agua. Mas tarde, estas lesiones se vuelven de color
marron oscuro o purpura con halos translicidos. Black Rot (Xanthomonas campestris, pv. Campestris), esta
se presenta en forma de marchite en los margenes de las hojas, danando los tejidos cloroticos
progresivamente convirtiéndose en forma de “V". Mancha foliar (Xanthomonas campestris pv. Armoraciae),
el primer sintoma aparece como depresion transluciendo un moteado en las hojas.

Brevicoryne brassicae

Importancia Economica

Metcalf y Flint (1984) mencionan que esta plaga se alimenta succionando los liquidos del floema
principalmente de brotes tiernos, cuando los atagues son severos causan manchas necroéticas, distorsion de
hojas v tallos, inhibicién del crecimiento y marchitamiento general. Ademas, es vector de aproximadamente
20 virus fitopatogenos, que incluyen el anillo negro de la col y los mosaicos de la coliflor y del rabano
(Anaya, 1999).

Dano en Hospedero _

La alimentacion directa por el afido en las plantas hospederas causa el amarillamiento, marchitamiento,
distorsion y retardo en el crecimiento de las plantas infestadas. Estos prefieren alimentarse de las hojas jo
venes, flores y a menudo profundizar en las cabezas de las coles de Bruselas y la col (Natwick 2009). Las
plantas severamente infestadas se cubran con una masa de pequefnos pulgones pegajosos (Griffin y
Williamson, 2012) produce un desecho azucarado llamada mielecilla (Opfer y McGrath, 2013), este afido
transmite mas de 20 virus de plantas diferentes, incluyendo el virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y el
virus del mosaico del nabo (TuMV) (Broadbent, 1957) que dan como .resultado enfermedades econo
micamente importantes de las cruciferas.

Control de Brevicoryne brassicae

Control Quimico
Dentro del manejo de Brevicoryne brassicae con insecticidas se encuentran algunos ingredientes activos

como: Cipermetrina, Deltametrina, Zeta-cipermetrina, Imidacloprid, Pirimicarb, Eofenprox y algunas
Piretrinas naturales (Bermejo, 2011).

Control Biolagico
En Argentina, Ricci y colaboradores (2002) reportan el efecto repelente de los aceites esenciales de Laurel
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indica, Nicotiana gfauca, Cynodo dactylon y Pinus cembroides a partir de las 24 horas de aplicacion con
concentraciones de 2, 500 y 100, 00 ppm.

Diaeretiella rapae

Importancia

Diaeretiella rapae es una de las especies entomdfagas mas importantes a nivel mundial en el control natural
de B. brassicae, por su ciclo de vida, habitos reproductivos y alta especificidad (Prado, 1991). (Laurus
nabilis) y Lemongrass (Cymbopogon citratus) sobre B. brassicae. En México, Orozco et al 2006 reportan
mortalidad de B. brassicae utilizando concentraciones de extractos /n vitro de Azadirachta

4.- Procedimiento Experimental

Aislamiento de especimenes. La recoleccion de especimenes (B. brassicae y D. rapae) se realizara en el
mes de enero 2017 en parcelas de col y brécoli de las instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), en el municipio de Saltillo Coahuila, México, recolectando partes de la planta para
ser colocadas en botes de % litro de plastico transparentes para ser llevadas al laboratorio de ecologia de
insectos del Departamento de Parasitologia.

Se recortaran pequefas partes de la planta infestadas con B. brassicae y se colocaran en cajas Petri de pla
stico. Se esperara la eclosion de ninfas de pulgon que después se separaran de su progenitora para ser
llevados a jaulas cria con plantas de brécoli. :
Pequenas muestras de plantas infestadas con pulgones vivos y momias del mismo, se colocaran en cajas
de Petri con bolas de algodén con miel (alimento de la avispa), donde se esperara la eclosion de
parasitoides de D. rapae. Estos adultos de D. rapae seran liberados en jaulas con plantas de brocoli
infestadas con B. brassicae para su produccion masiva.

Establecimiento de pie de cria de insectos. Las jaulas para la produccion de insectos a utilizar en este
estudio seran elaboradas. Se fabricara una estructura cubica con PVC con medidas de 50x50x50 cm, esta
se cubrira con malla de organza ®MODATELAS y se dejara una extension de malla en forma de calcetin en
la parte de enfrente para el ingreso y manipulacion de plantas e insectos. En total se produciran 6 jaulas
entomoldgicas, dos para produccion pulgones, dos para la avispa D. rapae y dos para A. fuscicomis.

Objetivo 1. Determinar la influencia del suministro de alimento para Diaeretiella rapae, en el parasitismo
sobre Brevicoryne brassicae en campo.

Establecimiento de parcela experimental. Se establecera una parcela de brocoli (50 m?) en las
instalaciones de la UAAAN, un total de 90 plantas con 4 hojas verdaderas seran trasplantadas. Tres dias
después, seran divididas en grupos de 3 plantas con jaulas experimentales elaboradas con malla de
organza (15x90x30 cm) y estacas de madera ancladas al suelo.

Ensayo en campo. En cada jaula se colocaran pulgones de B. brassicae de tercer instar ninfal extraidos de
la jaula cria con pinceles entomolégico. Los adultos de D. rapae (1-2 dias después de la eclosion) para esta
prueba se extraeran de las jaulas cria antes mencionadas con aspiradores entomoldgicos para ser
colocados en botes de plastico transparente (250 ml) y una bola pequefa de algodon con agua dentro de
cada bote para evitar la deshidratacion de los insectos, la tapa de los botes tendra pequenos agujeros para
la circulacion de aire. La proporcion de insectos sera de 80% hembras y 20% de machos.

La liberacion de estas avispas se realizara un dia despuées de la liberacion de los pulgones dentro de las
jaulas. La liberacién se realizard colocando los pequefios botes dentro de las jaulas experimentales, se
retirara la tapa cuidadosamente dentro de la jaula con una parte de la jaula descubierta a tal punto de evitar
el escape de especimenes. Se esperara.la emergencia de los insectos de los botes por unos 20 minutos y
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después los botes seran retirados.

Una vez liberados los insectos dentro de las jaulas experimentales, se colocara un tubo de ensayo con
algodon rellena de agua y miel (50 %) para la alimentacion de las avispas. En otras jaulas se colocara un
tubo de ensayo y bola de algodén con agua (100%) para alimentar a los parasitoides. En el resto de las
jaulas no se les pondra alimento (jaulas control). Cada tratamiento contara con 15 réplicas cada uno.

Evaluacion. Después de quince dias (por el ciclo de desarrollo del parasitoide), se contabilizaran los
adultos de B. brassicae encontrados por jaula, asi como también las momias y adultos de D. rapae, se
revisara todo el interior de la jaula y partes de la planta (tallo y hojas).

Analisis estadistico. Los datos muestreados seran sometidos a un analisis de varianza con una prueba de
Tukey con valor de p<0.05

Objetivo 2. Uso del sistema de plantas “banco” como fuente de produccion continua de Diaeretiella rapae en
beneficio del cultivo del brocoli.

Produccion de plantas banco. Se sembraran 200 semillas de Sorgo variedad comercial en macetas de
plastico transparente de 1 litro.

Cria de pulgén amarillo del sorgo. Se recolectaran especimenes de Melanaphis sacchari en parcelas de
sorgo. Estos, se trasladaran al invernadero de Parasitologia de la UAAAN en Saltillo para infestar plantas
de sorgo previamente sembradas para la reproduccion del pulgon.

Cria de D. rapae. De las plantas de sorgo infestadas con Melanaphis sacchari descrito anteriormente. Los
pulgones seran expuestos a hembras apareadas de D. rapae para la oviposicién de huevos. Una vez que
los pulgones se encuentren en fase de momia, estos se cubriran con malla de organza en espera de la
instalacion en parcelas.

Ensayo en campo. Para este ensayo, se usaran dos parcelas experimentales de brocoli con dos dias de
trasplante aproximadamente. Las plantas “banco” se colocaran a un costado de plantas de brocoli a cada 2
m2 (1 planta “banco” por cada 4 de brocoli) con 100 parasitoides inmaduros por planta, se esperara la
emergencia de los parasitoides.

Evaluacién. Después de quince dias (por el ciclo de desarrollo del parasitoide), se contabilizaran los
adultos de B. brassicae encontrados por planta por al azar, asi como también las momias y adultos de D.
rapae, se revisara todas partes de la planta (tallo y hojas).

Analisis estadistico. Se realizard una prueba de T studen con valor de p<0.05 para comparar el
parasitismo ocurrido en cada parcela con liberacion y sin liberacion, ya que se espera que naturalmente
puedan llegar parasitoides a la parcela sin liberacion.

Objetivo 3. Investigar el ciclo de vida, tiempo de desarrollo y longevidad del hiperparasito Alloxysta
fuscicomis en condiciones de laboratorio.

Seleccion de Alloxysta fuscicornis en estados inmaduros de D. rapae. En cajas de Petri se colocaran
10 ninfas de tercer instar ninfal de B. brassicae que seran expuestas a 15 hembras apareadas de D. rapae

para la oviposicion de huevos.

Ciclo de vida de A. fuscicornis y tiempo de desarrollo a diferentes temperaturas. De los pulgones
parasitados anteriormente se obtendran los estados inmaduros de D. rapae, se separaran por dias de edad,;
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1,2,3, 4,5y 6 dias de edad de, estos seran expuestos a 15 hembras apareadas de A. fuscicornis en cajas
Petri a temperaturas de 25 °C, 27 °C y 30 °C. Las ninfas de B. brassicae expuestas a D. rapae y los
estados inmaduros de D. rapae contaran con 10 repeticiones cada una.

Evaluacion. Se registrara los dias el tiempo de desarrollo de las faces inmaduras y longevidad del adulto
de A. fuscicornis con las diferentes temperaturas.

Analisis estadistico. Los datos muestreados seran sometidos a un analisis de varianza con una prueba de
Tukey con valor de P<0.05

Objetivo 4. Determinar fenologia del hiperparasito asociado Allosxysta fuscicomis.

Establecimiento de parcela experimental. Se establecera una parcela experimental con medidas de
aproximadamente 50 m2 en donde se trasplantaran 50 plantas de brécaoli.

Técnica de muestreo. Se realizaran muestreos semanales de agosto 2017- agosto de 2018, se
inspeccionaran al azar 30 plantas una vez al dia por fecha de muestreo, se colectaran pulgones parasitados
(momias). También se registrara la temperatura media y humedad relativa de la fecha de muestreo. Las
muestras seran llevadas al laboratorio de Ecologia del Departamento de Parasitologia Agricola de la
UAAAN en donde se colocaran en cajas Petri a temperaturas controladas para esperar la emergencia de
especimenes.

Analisis estadistico. De los datos recolectados del ano de evaluacion, se les realizard un analisis de
correlacion de Pearson.

Cronograma de Actividades para el 2018.

2017 2018 2019

Actividad a realizar 1er sem 2do sem 3ro sem 4to sem 5to sem 6to sem

Revision de literatura X X X X X

Muestreo de especimenes

Jornada Cientifica

Ensayos en campo

Evaluacion

XXX x|x| X

Analisis de datos

Envio de manuscritos

Ensayo en laboratorio

XXX
x

Evaluacion

Estancia internacional X X

1 Redaccion de tesis : X
Pre-doctorales :

X|X|[>x

Examen del grado académico

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad por realizar

&

F M

Elaboracion de jaulas entomold
gicas (50x50x50 cm), siembra vy
trasplante de semilla (planta
banco), establecimiento de
experimento, liberacién de parasito

10,000

5,000

5,000

5,000
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en parcela y evolucidn cada 15 di
as

Investigar el ciclo de vida, tiempo 20,000 10,00 | 10,00 10,00
de desarrollo y longevidad del
hiperparasito Alloxysta fuscicornis
en condiciones de laboratorio,
establecimiento de ensayo vy
evaluacion diaria por 30 dias en
condiciones controladas de Ca
mara Bioclimatica

Duracion total del proyecto

[AAo de Inicio  [2017 | Afio estimado de conclusion 2019

5.-Productos Esperados

+ Dos articulos cientificos
¢« Dos congresos nacionales e internacionales
o Tesis

« Obtencion de grado
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