Universidad Autéonoma Agraria Antonio Narro 018

..............
................

Direccion de Investigacion

Subdireccion de Programacion y Evaluadohi

Proyecto de Investigacion 2018 HORA

SUBDI&: Sl TR §
=L V] N [IF Brocoa

Unidad: | Saltillo [ Division: | Agronomia | Departamento: | Parasitologia

Tema estratégico (ANA/PEP): | Produccién

Linea de investigacion: | Entomologia Agricola

Titulo del proyecto: Evaluacion de productos Biorracionales para el manejo del pulgon amarillo del sorgo Melanaphis
sacchari

Presupuesto solicitado (Maximo $75,000) | $75,000 | El proyecto es: | Nuevo | [ Continuacién | X
Tipo de investigacion: | Basica | | Aplicada | X | Tecnolégica | | email del responsable [ auribe@yahoo.com
Vinculacién: [ Si | [No | | Fondos concurrentes: |
Cooperante(s):
Entidad (es): | Coahuila. | Municipio (s): | Saltillo.
Localidades: |
A realizar durante el(los) afio(s): | 2018. N
e - ; Adscripcion Expediente !
Participantes (Clave Depto.) No. ( \rlfma
Responsable Dr. Luis Alberto Aguirre Uribe 3611 899 W g
Colaborador: Dr. Ernesto Cerna Chéavez 3611 3563 I va\-l—&ﬁ
Colaborador: Dr. Agustin Hernandez Juarez 3611 4187 7 ] /] o
Colaborador: Dr. Jerénimo Landeros Flores 3611 1058 &~ {f 4’3
Colaborador:; et FF
Colaborador:
Grado por obtener | Matricula irma
Tesista: Joan Gerardo Zarate Solorio Maestria 41091528 ?;gu-
Programa Docente: | Parasitologia Agricola ; ; s 3
Tesista: - '
Programa Docente:
Tesista;
Programa Docente:
Vo. Bo. : . Autoriza. - -

Firma
y sello
Nombre Dr. Ernesto Cerpa Chévez < ' Dr. Armando Robledo Olivo

Jefe de Departamento Subdirector de Programacion y Evaluacion

e (Cada Jefe de Departamento debera dejar copia para su archivo

Subdireccion de Programacion y Evaluacion PYE-01



Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Evaluacion de productos Biorracionales para el manejo del pulgdén amarillo del sorgo | $75,000
Melanaphis sacchari

2 - Introduccion

El sorgo es uno de los cereales con una importancia trascendental a nivel mundial, es el cuarto cultivo de verano
detras de la soya, el maiz y el girasol (Dragun et al., 2010) y presenta una ventaja en su potencial de rendimiento muy
alto en comparacion con el maiz, trigo y frijol (Vargas, 2009), debido a que presenta una alta resistencia a sequia y
altas temperaturas (Schild, 2012).

La demanda de sorgo se encuentra fuertemente concentrada en paises tales como: Estados Unidos de América, con
una produccion de 11,9 millones de toneladas (Mt) de grano, India (2,5 Mt), Nigeria (7,5 Mt) y México (6,4 Mt), que se
consideran como productores lideres (Perez et al., 2010).

Actualmente este grano se cultiva en casi todas las entidades federativas del pais (Vargas 2009); el 80% de la
superficie cultivada total de sorgo en México se encuentra en los estados de Guanajuato, Michoacan, Sinaloa y
Tamaulipas (Rodriguez y Teran 2015a).

El estado de Guanajuato ha ocupado el segundo lugar en produccion de sorgo en los Ultimos afios con una produccién
que oscila alrededor de 1 millon y media toneladas anuales (SDAYR, 2015).

M. sacchari pueden alcanzar los 30,000 individuos/planta generando dafios provocados por la succion de la savia en
las hojas, las que se tornan rojizas por las lesiones, lo cual ocasiona pérdidas fisiologicas como encarrujamiento,
clorosis y marchitamiento de la hoja, disminucion del contenido de nitrégeno, fosforo, potasio, azicares, clorofila
provocando un retraso en el crecimiento y por lo tanto la disminucién del rendimiento del cultivo (SENASICA, 2014) y
en el grano baja el contenido proteico, minerales y grasas (Singh et al., 2004) asi como danos indirectos los cuales
incluyen la transmision de enfermedades virales y la presencia de fumagina, un hongo asociado a la mielecilla que
excretan los pulgones, lo que reduce la fotosintesis; (INIFAP, 2014).

El dafio es menor cuando las poblaciones son bajas, el problema consiste en que su capacidad de reproduccion es
dos veces mas alta comparada con las especies de afidos que atacan cominmente al sorgo; M. sacchari se desarrolla
adecuadamente cuando la temperatura se encuentra por arriba de los 25 °C (Colares et al., 2015). Existen reportes en
México, que indican que el pulgén amarillo se ha encontrado dafiando 18 géneros de plantas hospederas, de un total
de 23 registrados a nivel mundial (Pefa Martinez et al., 2015). En la actualidad el método mas utilizado para el control
del pulgon amarlllo esla apllcamon de productos quimicos (Rodriguez y Teran, 2015b).

Se han desarrollado nuevas alternativas para el control de las p!agas entre las que se encuentran la utilizacion de
extractos vegetales, como insecticida alternativo, es una forma de proveer un control sin desencadenar los problemas
provocados por los insecticidas sintéticos quimicos (Jozivan et al., 2008).

Se han realizado numerosos estudios se sobre la busqueda y evaluacion de diferentes especies de plantas para
utilizarlas camo insecticidas botanicos (Carrillo et al.,, 2008; Mendoza et al., 2007), que presenten compuestos
quimicos secundarios y -activos contra las plagas agricolas (Rahman et al, 2007). Recientemente, se han utilizado
moléculas bioactivas de especies como Azadirachta indica A. Juss, Melia azedarach L. (Sapindales: Meliaceae) (De
Brito ef al., 2004: Souza et al., 2007), Quassia amara L. (Sapindales: Simaroubaceae)

Carrero y Lizarazo (2006) estudiaron el efecto de extractos acuosos, etanélicos y de diclorometano de hojas de
carbonero Calliandra pittieri Standl. (Fabales: Fabaceae), hierba mora Solanum nigrum L. (Solanales: Solanaceae) y
barbasco Polygonum hydropiperoides Michx. (Caryophyllales: Polygonaceae) en diferentes dosis y encontraron que €l
extracto de P. hydropiperoides obtenido con diclorometano produce un efecto antialimentario e insecticida tipo know
down de importancia econémica en larvas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) criadas en
condiciones de laboratorio.

La aplicacién de extractos etandlicos de diez especies de Piper en larvas de tercer estadio de S. frugiperda ocasiond
un efecto antialimentario y altos porcentajes de mortalidad, debido a la accién de los metabolitos secundarios
presentes (Delgado et al., 2007).
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Por otra parte microorganismos entomopatégenos pueden ser utilizados como agentes de control bioldgico actuando
como insecticidas de contacto por su capacidad de producir enfermedad y muerte en insectos, para la produccion del
bioinsecticida usando como hongo entomopatégeno Verticillium lecanii se emplea un inoculo el cual es de facil
obtencion siendo éste proporcionado por alguna institucion piblica o de investigacion; ademas se puede utilizar un
sustrato economico que muchas veces es un residuo de diversos procesos agricolas, y que normalmente es
desechado por los agricultores, como lo es el bagazo de cafa, arroz quebrado, cascarilla de arroz y olote de maiz
(Hasan et al., 2013).

Los extractos vegetales tienen las ventajas de poseer un origen bioldgico, ser degradables y manifestar un minimo
impacto negativo sobre la salud humana y el medio ambiente (Bravo et al. 2000; Barrera-Necha y Bautista-Banos,
2008). Por estas caracteristicas presentan la ventaja de ser compatibles con otras opciones de bajo riesgo aceptables
en el control de insectos, como feromonas, aceites, jabones, hongos entomopatogenos, depredadores y parasitoides,

lo que aumenta enormemente sus posibilidades de integracion a un programa de Manejo Integrado de Plagas (Molina,
2001).

Es necesario desarrollar nuevos sistemas de manejo de plagas, basados en productos naturales, que reduzcan la
dependencia de los productos sintéticos y que mantenga la calidad de los alimentos agricolas. El control biorracional a
partir de extractos vegetales y hongos entomopatégenos se presenta como una alternativa muy prometedora, que
permite el desarrollo de una agricultura mas rentable y no contaminante del medio ambiente.

Objetivos

e Evaluar extractos vegetales y hongos entomopatdégenos para el control del pulgon amarillo del sorgo
Melanaphis sacchari.

Objetivos especificos

» Obtener y evaluar los principios activos botanicos para el manejo del pulgén amarillo del sorgo Melanaphis
sacchari, in vitro.

e Obtener cepas nativas de hongos entomopatogenos para el manejo del pulgén amarillo del sorgo Melanaphis
sacchari, in vitro.

e Evaluar la compatibilidad de los principios activos botanicos y hongos entomopatégenos para el manejo del
pulgdn amarillo del sorgo Melanaphis sacchari, in vitro.

Hipotesis

e Al menos uno de los productos biorracionales presentara una alta mortalidad en la poblacion del pulgén
amarillo del sorgo Melanaphis sacchari.

3.-Revision de Literatura

E! pulgdon amarillo del sorgo Melanaphis sacchari (Zehntner, 1897), es una plaga de importancia econémica que afecta
principalmente los cultivos de sorgo, avena, cafa de azlcar, trigo, cebada, y como hospedantes secundarios arroz y

maiz (Singh et al., 2004).

Esta plaga se detectd por primera vez en México en noviembre de 2013 al norte del estado de Tamaulipas,
ocasionando dafnos severos en cultivos de sorgo (Rodriguez-del-Bosque y Teran, 2015).

El pulgon amarillo de la cana de azicar Melanaphis sacchari Zehntner, se alimenta de la savia que absorbe de los
tejidos del xilema; el dafno es menor cuando las poblaciones son bajas, el problema consiste en que su capacidad de
reproduccion es dos veces mas alta comparada con las especies de afidos que atacan comunmente al sorgo. En el
cultivo de sorgo, el pulgdn amarillo se alimenta succionando la savia de tejidos vegetales de las hojas, tallos y de los
granos desde que estan en formacion hasta la etapa de llenado, afectando la calidad y el rendimiento; M. sacchari se
desarrolla adecuadamente cuando la temperatura se encuentra por arriba de los 25 °C, la cual no favorece al pulgon
verde Schizaphis graminum que también se presenta afectando al sorgo (Colares et al., 2015).
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Existen reportes en México, que indican que el pulgén amarillo se ha encontrado dafiando 18 géneros de plantas
hospederas, de un total de 23 registrados a nivel mundial (PefiaMartinez et al 2015).

M. sacchari pueden alcanzar los 30,000 individuos/planta, lo gue ocasiona desérdenes fisiologicos como
encarrujamiento y marchitamiento de la hoja, disminucién del contenido de nitrogeno, fosforo, potasio, azlcares,
clorofila y en el grano baja el contenido proteico, minerales y grasas; la cantidad de pulgones de esta especie
necesarios para disminuir el Lopez-Gutiérrez et al.: Géneros de Aphidiidae parasitando al pulgén Melanaphis sacchari
366 rendimiento en sorgo es variable y depende del estado de desarrollo de la planta, duracién del ataque y
condiciones de humedad del cultivo durante la infestacion: en Sudafrica, el dafo llegd al 78 % sin aplicacion de
insecticidas (Singh et al., 2004), en el afio 2015 en Irapuato, Guanajuato (region bajo estudio) llegé al 100 % (Salas-
Araiza, datos sin publicar). Los individuos de la familia Aphidiidae son parasitoides especificos de afidos y juegan un
papel importante en el control biologico de éstos en muchos agroecosistemas, por lo que tienen un gran potencial en
programas de manejo integrado de pulgones (Hagvar y Hofsvang, 1991).

SanchezGarcia et al. (1998) reportaron para el estado de Guanajuato a siete especies del género Aphidius, una de
Diaretiella, dos de Lysiphlebus, una de Praon y dos de Trioxys. En Sudafrica se reporté a Lysiphlebus testaceipes y en
la India a Lysiphlebus delhiensis (Singh et al., 2004) parasitando al pulgdn amarillo en sorgo; en Florida, USA, White et
al. (2001) reportaron Gnicamente a L. testaceipes como parasitoide de esta especie de afido en el mismo cultivo;
Rodriguez-del-Bosque y Teran (2015) mencionaron que en Tamaulipas, M. sacchari es parasitado por dos especies de
braconidos. Con el fin de contar con herramientas que permitan plantear estrategias convenientes para un manejo
integrado de esta plaga, la cual se ha constituido en un serio problema a nivel nacional desde el afo 2015, se planted
el presente trabajo con el objetivo de determinar el grado de parasitismo natural, asi como la identificaciéon de los
generos de la familia Aphidiidae que atacan al pulgon amarillo M. sacchari en el cultivo de sorgo en Irapuato,
Guanajuato.

Para junio de 2015, su distribucion incluia 13 estados de la Republica Mexicana (SENASICA, 2015). La ausencia de
enemigos naturales de M. sacchari incrementa sus poblaciones en sorgo, por lo que su conservacion juega un papel
importante para mantener este cultivo por debajo del umbral de dafio econémico (van Rensburg y van Hamburg, 1975;
Hall, 1987).

Los hongos entomopatdgenos se encuentran dentro de los enemigos naturales de M. sacchari, una de las especies
reportadas es Lecanicillium lecanii (Zimm.) Zare & W. Gams (Singh et al., 2004), sin embargo, existen otras especies
de Lecanicillium asociadas a &fidos, por lo que su estudio es fundamental en la busqueda de aislados prometedores
para el desarrollo de insecticidas microbianos (Gallou et al., 2016).

4.- Procedimiento Experimental

Localizacién. El estudio se llevara a cabo en el laboratorio de toxicologia del Departamento de Parasitologia de la
Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México (25° 22" LN y 101°
02" LO; 1742 msnm).

Recolecta de material vegetal

La recoleccion de especies vegetales se realizara en el estado de Guanajuato especificamente en el municipio de
Pénjamo. Se usaran en su mayoria plantas propias de la region, de las cuales no se les conoce usos Utiles o de poco
uso, con potencial plaguicida, ademas de otras ya conocidas con conocimiento de uso en el control de plagas (Cuadro

13,

Cuadro 1. Especies vegetales a evaluar para el manejo de Melanaphis sacchari

'No. Nombre comun Especie vegetal Orden: Familia Seccion
___autilizar
- 1 Higuerila T Ricinus cumunisL. | Malpighiales: Euphorbiaceae  Follaje |
2 Pirul ~ Schinus molle L. =3 ' Sapindales: Anacardiaceae  Follaje
3 Epazote  Dysphania ambrosoides L.  Caryophyliales: Amaranthaceae . Follaje
4  Chicalote  Argemone mexicana L. | Papaverales: Papaveraceae ___Follaje
. 5 Neem | Azadirachta indica L. ' Spinadales: Meliaceae . Follaje
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6  Mostaza Sinapis alba L. Brasicales: Brassicaceae Follnaje
7 Ruda Ruta graveolens L. Sapindales: Rutaceae ~_ Follaje

Aislamientos de hongos entomopatégenos de muestras de suelo

Se realizaran colectas de suelo en areas predeterminadas en el municipio de Pénjamo Guanajuato, en parcelas donde
se tengan antecedentes de que se haya cultivado sorgo en el ciclo anterior. Las muestras de suelo seran colectadas
en una superficie de 10 m? a 15 cm de profundidad colectando un aproximado de 1 kg, la cual se transportara al
laboratorio en bolsas d eplastico con capacidad suficiente.

Para el aislamiento y purificacion de los hongos entomopatdgenos, se realizara en camara de flujo laminar usando las
claves taxonémicas de Humber (1997) y para el incremento en medio liquido se usara la metodologia establecida por
Mueller (2004).

Cuadro 12. Hongos entomopatégenos a evaluar

No. Nombre cientifico | ~ Orden: Familia
1 Beauveria bassiana Hypocreales: Clavicipitaceae
2 Metarhizium anisopliae Hypocreales: Clavicipitaceae

Recolecta y reproduccion de Melanaphis sacchari

Los especimenes de M. sacchari, se obtendran del cultivo del sorgo en la zona productora del estado de Guanajuato.
La colonia de M. sachari, se establecera en el drea de camaras bioclimaticas en jaulas de 90x80x60 cm, para lo cual
los especimenes recolectados de campo se colocaran en plantas de sorgo para su establecimiento y reproduccion de
todo su ciclo de vida y contar con individuos limpios (libres de patégenos) y de la misma edad para el desarrollo de la
investigacion. Las condiciones del laboratorio para la cria se establecera en una temperatura de 25 + 3°C, humedad
relativa de 60 £ 15% y fotoperiodo de 12:12 horas luz: oscuridad.

Preparacion de extractos vegetales

La elaboracion de extractos del material vegetal recolectado, se inicia con el secado del mismo en una estufa a 35 °C
hasta que el peso del material sea constante y ya no descienda mas (dependiendo de cada especie,
aproximadamente de 7-15 dias), posteriormente el tejido vegetal se molera en un molino industrial eléctrico (Oster®) y
el producto de la molienda se envasara en frascos de vidrio de 1 L de capacidad, recubierto de papel aluminio a
temperatura ambiente y a una humedad relativa menor a 45 °C, hasta su uso.

Extracto etandlico

Para la elaboracion del extracto etandlico se emplearan 1 kg de tejido vegetal en 1000 mL de etanol al 96 % y se
dejara en reposo por un periodo de 7 dias. Posteriormente se filtrara a vacio con papel filtro Whatman® # 1 en un
embudo Biichner conectado a un matraz kitasato y a una bomba de vacio para extraer el alcohol y permitir la
separacion de los residuos vegetales. Inmediatamente se somete a un proceso de extraccion sucesiva empleando un
rotavapor (IKA® HB 10 digital, RV 10DS1) por un periodo de 2 horas a una temperatura de 70 °C a 200 revoluciones
por minuto. El extracto obtenido se depositara en tubos tipo falcon de 10 mL, recubiertos de hojas delgadas de
aluminio y se conservaron en refrigeracion hasta su uso (Gamboa et al., 2003).

Bioensayos para la evaluacion de extractos

Para la evaluacion de los extractos vegetales; cada uno de estos se tomara al 100 % y a partir de este se abrird una
ventana biologica para determinar las concentraciones a evaluar, derivando en 6 concentraciones finales (100-
10,000ppm) ademas se incluira un tratamiento testigo sin extracto vegetal (0 ppm), aplicando solo agua destilada.

Se utilizara el método establecido por el IRAC en 2016 bioensayo por pelicula residual en hojas de sorgo, el cual
consiste en recortar una hoja de sorgo a una medida de 5 x 5 cm, esta se sumergira por 10 segundos en la solucion
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correspondiente, despues se colocara en papel absorbente para eliminar el exceso, luego se adicionaran por cada
hoja 15 individuos de M. sacchari, la evaluacion de la mortalidad se llevara a cabo a las siguientes 24, 48 y 72 horas
de la aplicacion de los tratamientos, para lo cual se realizara el conteo de la poblacion final, utilizando el mismo
volumen de medicion en la poblacién inicial y se determinara la mortalidad mediante la diferencia entre poblacion
inicial-poblacion final.

Bioensayos para la evaluacién de los hongos entomopatogenos

Para la evaluacion de los hongos entomopatogenos, cada uno de estos se tomara al 100 % y a partir de este se abrira
una ventana biolégica para determinar las concentraciones a evaluar, derivando en 6 concentraciones finales (1 x 108-
1 x 10" ademas se incluira un tratamiento testigo aplicando solo agua destilada.

Se utilizara el método establecido por el IRAC en 2016 bioensayo por pelicula residual en hojas de papel filtro, el cual
consiste en recortar una hoja de papel filtro a una medida de 5 x 5 c¢cm, esta se sumergira por 10 segundos en la
solucion correspondiente, después se colocara en papel absorbente para eliminar el exceso, luego se adicionaran por
cada hoja 15 individuos de M. sacchari, la evaluacion de la mortalidad se llevara a cabo a las siguientes 24, 48, 72, 96
y 120 horas de la aplicacion de los tratamientos, para lo cual se realizara el conteo de la poblacion final, utilizando el
mismo volumen de medicion en la poblacién inicial y se determinara la mortalidad mediante la diferencia entre
poblacion inicial-poblacion final.

Bioensayos para la evaluacién de la compatibilidad entre los extractos vegetales y los hongos
entomopatogenos

Para la evaluacion de la compatibilidad entre los extractos vegetales y los hongos entomopatdgenos, de cada uno de
estos se tomara el tratamiento y concentracién que mayor porcentaje de mortalidad hayan obtenido Clso ademas se
incluira un tratamiento testigo aplicando solo agua destilada. ;

Se utilizara el método establecido por el IRAC en 2016 bioensayo por pelicula residual en hojas de papel filtro, el cual
consiste en recortar una hoja de papel filtro a una medida de 5 x 5 cm, esta se sumergira por 10 segundos en la
solucion correspondiente, después se colocara en papel absorbente para eliminar el exceso, luego se adicionaran por
cada hoja 15 individuos de M. sacchari, la evaluacion de la mortalidad se llevara a cabo a las siguientes 24, 48 y 72
horas de la aplicaciéon de los tratamientos, para lo cual se realizara el conteo de la poblacion final, utilizando el mismo
volumen de medicion en la poblacién inicial y se determinara la mortalidad mediante la diferencia entre poblacion
inicial-poblacién final.

Analisis de datos: En los diferentes bioensayos, los datos de mortalidad se evaluaran usando el analisis Probit
utilizando el método de maxima verosimilitud de Finney (1971) para estimar el valor de la CLso, CLw y el margen de
fiabilidad (limite fiducial) al 95% de significancia y las lineas de regresion de la concentracion-mortalidad. En caso de
mortalidad en el testigo, esta sera corregida mediante la formula de Abbott (1925), con una mortalidad aceptada del
10%.

Se utilizara el programa computacional R version 3.3.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar Fas e M A NS e AR Sl S @R NS )
Revisién de literatura e O ) < 0 . - o R G B ¢
Establecimiento del bioensayo con los extractos X X X

Establecimiento del bioensayo con los hongos | X | X | X

entomopatdgenos

Establecimiento del bioensayo para la compatibilidad X | X

de los extractos y hongos entomopatogenos

Analisis de resultados X X [ X | X | oK | X

Redaccion de informes/articulos cientificos - ol I8 llliS ag o A (B0 Ol &) O 8 (R S«
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Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018,

Actividad por realizar E |F IM (A M |J |4 [A {8 10 FipE
Revision de literatura 10%

Establecimiento del bioensayo con los extractos 30%

Establecimiento del bioensayo con los hongos 20%

entomopatogenos

Establecimiento del bioensayo para la compatibilidad 10%

de los extractos y hongos entomopatégenos

Analisis de resultados 10%

Redaceién de informes/articulos cientificos | ] | | 20%

Duracién total del proyecto

[ Afio de Inicio  [2017 | Ao estimado de conclusién  [2018 B

5.-Productos Esperados

Generar al menos dos articulos cientificos para su publicacién nacional o internacional
Generar tesis de Licenciatura y postgrado
Presentar resultados en congresos nacionales e internacionales
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