Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Ui§

Direccion de Investigacion

Subdireccion de Programacion y Evaluacion

Proyecto de Investigacion 2018

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

Tema estratégico (ANA/PEP): [ Adv iccTHavd  Protaq ca FroadcCicon

Linea de investigacion: | Entomologia

Titulo del proyecto: Diversidad de la familia Braconidae (Hymenoptera: Ichneumonoidea) asociada al cultivo del
Limén (Citrus aurantifolia Swingle) en el Estado de Colima México.

Presupuesto solicitado (Méaximo $75,000) ¢ | 130,000 | El proyecto es: | Nuevo | X | Continuacién |
Tipo de investigacion: | Basica | X[ Aplicada | | Tecnolégica | | email del responsable | Gisef9@hotmail.com
Vinculacion: | Si | [No | | Fondos concurrentes: |
Cooperante(s): Centro Nacional de Referencia de Control Biolégico — Tecoman (CNRCB)
Entidad (es): | Coahuila-Colima | Municipio (s): | Saltillo-Tecoman
Localidades: | Saltillo-Tecoman
A realizar durante el(los) afio(s): | 2018-2020
5 ; Adscripcion Expediente ) =
PaﬂlC!panteS \ (Clave gepto) pNO : (ﬁg@
Responsable Dr. Mariano Flores Davila Parasitologia 1920 ~ :
Colaborador: Dr. Oswaldo Garcia Martinez Parasitologia 957 -
Colaborador: Dr. Luis Alberto Aguirre Uribe Parasitologia 899 \ Ve
Colaborador: Dra. Beatriz Rodriguez Vélez CNRCB-Tecoman Externo ~ 5
Colaborador: Dra. Juana Maria Coronado Blanco UAT- Cd. Victoria Externo
Colaborador:
Grado por obtener | Matricula Firma
Tesista: Roxana Guadalupe Malacara Patifio Doctorado  en | 41071337 (\"v XYM 1’)
; : Ciencias -
Programa Docente: | Doctorado en Ciencias en Parasitologia '
Agricola
Tesista:
Programa Docente:
-Tesista: :
Programa Docente: :
Vo. Bo. . Autoriza
IYEersi
Firma P
y sello
Nombre DF. Erpesto Gerna Chavez Dr. Armando Robledo Olivo
Se og{gfead%‘ﬁhgaugmento Subdirector de Programacion y Evaluacion
e Cada Jefe de " Departamento debera dejar copia para su archivo
1

Subdireccion de Programacion y Evaluacion PYE-01



018

Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Diversidad de la familia Braconidae (Hymenoptera: Ichneumonoidea) asociada al cultivo | 130,000
del Limon (Citrus aurantifolia Swingle) en el Estado de Colima México.

2.- Introduccion

El limo6n forma parte del grupo de frutas denominado citricos, al cual también pertenecen las naranjas, toronja
y mandarina entre otros. Este grupo representa la quinta parte de la produccién mundial de frutas. En México
los citricos aportan de manera general el 2. 78% del PIB agricola, y el limon representa el 1.5% del PIB
agricola seguido de la naranja con el 1.15% (SIAP, 2016).

Meéxico se posiciona como lider mundial de exportacion del limén mexicano (Citrus aurantifolia Swingle),
participando con el 12.29% de las exportaciones y un total de 667.2 mil toneladas, seguido de Espaiia,
Turquia y Argentina con 545.5, 449.3, 279.3 mil ton respectivamente (SIAP, 2016). A nivel nacional la
superficie sembrada es de 176,045.70 hectareas, tan solo en la region costera del Pacifico de México se
cultivan 79,456 hectareas distribuidas en los estados de Michoacan, Colima, Oaxaca y Guerrero (SAGARPA,
2015). Actualmente se satisface el 100% de la demanda nacional con produccién interna, siendo el estado de
Colima uno de los principales productores con 24 385 hectareas sembradas, alcanzando una produccion de
306 514.00 T (INEGI, 2016). En Colima, el limén es uno de los productos mas importantes el cual genera
empleo para 20 mil familias (Magana et al., 2010), el principal municipio productor es Tecoman con el
91.95% de la superficie de cultivo en 17,767.65 hectareas con una producciéon de 191, 890.94 toneladas
(SIAP, 2015). ' '

En México se espera que el cultivo del limon tenga en los proximos afios y hasta el 2030 un crecimiento
promedio anual de 3.34% vy 13.36% en produccion y exportacion respectivamente. Para que los objetivos
planteados en el Plan Nacional de Desarrollo 2016-2030 sean alcanzados, deben considerarse todas las
estrategias que contribuyan al desarrollo exitoso del cultivo. Dentro de los principales problemas que limitan
tanto su produccion como exportacion se encuentra la incidencia de plagas como la mosca prieta
Aleurocantus woglumi; la mosca blanca, Dialeurodes citrifolii (Morgan),  Aleurothrixus floccosus,
Dialeurodes citrifolii, Paraleyrodes minei y Trialeurodes spp; pulgones, Aphis spiraecola, A. gossypii, A.
citricola, Myzus persicae y Toxoptera aurantii Boyer; acaros, Panonychus citri (McGregor) y Aceria
sheldoni; la escama de nieve, Unaspis citri; trips, Scirtothrips citri Moult; el minador de los citricos,
Phyllocnistis citrella; la polilla de los citricos, Prays citri; el nematodo de los citricos, Tvienchulus
semipenetrans; y €l Psilido Asiatico, Diaphorina citrii (Colima, 2018; SAGARPA, 2015)

El principal manejo que se realiza es el control quimico utilizando productos como Abamectina,
Cipermetrina, Naled, Oxydemeton-meth, Imidacloprid y Evisec. Los costos por aplicacion de insecticidas
representan el 20% de los costos de produccidon en una huerta establecida (SAGARPA 2015). El control
bioldgico, esta siendo considerado dentro del manejo integrado de plagas (MIP) como alternativa al control
quimico, este propone dentro de sus estrategias el uso de uno o mas organismos vivos para reducir la
poblacion de plagas. Dentro de estos organismos se encuentran los del orden Hymenoptera los cuales
presentan diversas estrategias de parasitismo sobre sus hospederos. A este grupo pertenece la familia
Braconidae la cual ha sido a nivel mundial una de las familias mas utilizadas en control bioldgico debido a
su alta especificidad, amplio rango de hospederos fitofagos y distribucion cosmopolita.

Dada la importancia del cultivo del limén, deben tomarse en cuenta todas las medidas que contribuyan al
correcto desarrollo del cultivo, para asegurar su produccion y exportacion. En el cultivo del limén ain no se
han realizado estudios faunisticos de la familia Braconidae. La identificacion morfologica y molecular de los
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Objetivos

GENERAL: - = -
Realizar un estudio de diversidad de la familia Braconidae presente en el cultivo de limon (Citrus

aurantifolia Swingle) en el municipio de Tecoman, Colima, México, a fin de contribuir en el conocimiento
de la fauna benéfica, la cual podria ser Gtil en proyectos futuros de control biolégico.

ESPECIFICOS:
1. Realizar recolectas sistematicas de las principales plagas del cultivo del limén, para determinar si
estan siendo parasitadas por algun integrante de la familia Braconidae.

2. Identificar morfologica y molecularmente las especies de la familia Braconidae.
3. Estimar la riqueza de la familia Braconidae asociada al cultivo del limon.
4. Generar una base de datos de la familia Braconidae asociada al cultivo del limén en el Estado de
Colima, México.
Hipodtesis

Especimenes de la familia Braconidae identificados molecularmente seran encontrados parasitando insectos
fitéfagos presentes en el cultivo del limon en el estado de Colima.

3.-Revision de Literatura

La familia Braconidae representa la segunda mas grande del orden Hymenoptera (Briceiio et al., 2009; Ruiz-
Guerra et al., 2015). Es uno de los grupos mas diversos de insectos (Sharkey, 2006), integrado por especies
de importancia econémica debido al potencial como reguladores de insectos fitéfagos (Delfin y Burgos,
2000: Jiménez-Peydré y Peris-Felipo, 2011). Dentro de sus hospederos se encuentran estados larvales de
Coleoptera, Diptera y Lepidoptera, asi como ninfas y adultos de Hemiptera, ninfas de Orthoptera y
Psocoptera (Cauich-Kumul et al., 2012; Kavallieratos et al., 2008; Valenzuela Escoboza et al., 2015). Ha sido
utilizada exitosamente en casos de control biologico debido a su alta especificidad pudiéndose mencionar a
Diachasmimorpha como parasitoide de la mosca de la fruta Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae) en
Florida, Estados Unidos y en Veracruz, México (Society, 2016) y a Apanteles opuntiarum como agente de
control de Cactoblastis cactorum (Lepidéptera: Pyralidae) en el sur de Estados Unidos y Norte de Meéxico
(Varone et al., 2015). ' _ .

A nivel mundial gran parte del conocimiento que se tiene de la fauna de Braconidae proviene de regiones
montafosas o selvdticas (Bricefio et al., 2009). Coronado-Blanco y Zaldivar-Riveron, 2014 mencionan que
en México la mayoria de los trabajos taxondmicos para la familia han sido descripciones de nuevos taxones
siendo muy escasos los estudios faunisticos regionales. )

4 - Procedimiento Experimental

Sitio de estudio

El Estado de Colima estd ubicado en la region oeste del pais, limita al norte con Jalisco, al sur con
Michoacan y al oeste con el océano Pacifico. El municipio de Tecomdn se encuentra localizado en las
coordenadas 18°54'37"N 103°52'24"0, en altitud de 33msnm. Predomina el clima semiseco muy calido con
temperatura media anual 26.3°C y precipitacion media anual 810.6 milimetros.
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Obtencién de material biolégico

Recolectas _ e
Se realizara un total de 12 recolectas en el periodo de enero di
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emergencia de parasitoides:
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El Centro Nacional de Referencia
recolectas que se realizaron mensualm e
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platos amarillos.

Identificacion morfolégica e ’ _ S
Los Braconidos emergidos de plagas del limén obtenidos de las 12 recolectas realizadas, asi ¢

proporcionados por CNRCB, s¢ montaran en alfiler y triangulos entomqlé_gicos y se .obfervatranl ba(;i(;
estereoscopio (Carl Zeiss dv4 32x). Se seguiran claves taxonomicas especializadas principalmente las

Wharton et al., 1998.

Identificacion molecular

Extraccion de ADN _

La extraccion de ADN genémico se realizard de acuerdo a la metodologia propuesta por Vlllegas-Mcndroza'i et
al.. 2015. Se colocaré un parasitoide adulto completo en un tubo de 1.5 ml, y macerar con nitrogeno 1_1qu1d0
con un pistilo hasta la homogenizacion completa del material. Se agregara un buffer de extraccion (Tris-HCl
200 pL, pH 8.5, NaCl 250 pL, EDTA 25 uL, y SDS 0.5%), seguido de varios lavados con octanol-
cloroformo (24:1) para eliminar proteinas. El ADN se precipitara con 1 ml de isopropanol y se resuspendera
e TE 1X.

e 2018. Se recolectaran manualmente
er4n colocados en cajas de P.etn
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PCR- Amplificacion

Para la amplificacion del gen COl se utilizaran primer.universales, sigutendo la metodologia citada por
Gupta et al., 2011 con modificaciones hasta conseguir estandarizar el protocolo. El PCR se realizara en un
total de 50 ul mix de 10x taq Buffer, 10 ul ANTP mix (Genei), primer Universal HCO1-2198 (20pm/pul),
LCO1-1490(20 pn/ pl), DNA objetivo (50ng/ ul), Tag ADN polymerasa (Genei 1U/ul) y agua esteril.

La amplificacion se realizara en las siguientes condiciones: desnaturalizacion a 94°C por 5 minutos: Seguido
de 30 ciclos de desnaturalizacion (94° C for 1 min), anillamiento a 45°C por 1 minuto, extension a 72°C por
minutos, extension final a 72°C por 10 minutos.

Analisis estadistico

Se estimara la diversidad Alfa, la cual refleja la riqueza en especies en una comunidad homogénea. Este tipo
de diversidad se medira con la riqueza de taxones, la abundancia y la dominancia.

La riqueza de taxones se utilizard para evaluar la riqueza del 4rea muestreada. Se utilizara el Indice de

Margalef (1958), es una medida de riqueza especifica que establece una relacion funcional entre el numero
de especies y el nimero total de especimenes (MORENO, 2001).
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La abundancia valora la estructura faunistica de un area determinada. Se determinara con el Indice de
Shannon-Weaver (1949), mide la equidad, indicando el grado de uniformidad en la representacion de las
especies al considerar todas las muestras.

La dominancia se refiere a la aparicion de variacion de taxones. Se medira con el indice de Simpson el cual
mide la representatividad de las especies mas importantes sin considerar las otras especies presentes.

Para el proceso de los datos se utilizara el Software PAST (Hammer et al., 2001).

Ademas, se estimard la riqueza especifica utilizando los estimadores no paramétricos ICE y J ackknife de
primer y segundo orden (Jackl y Jack2). ICE se basa en el nimero de especies raras (especies observadas en
menos de 10 unidades de muestreo); Jack 1 es una funcion del nimero de especies presentes en so6lo una
unidad de muestreo. Jack 2 considera también a las especies presentes en dos unidades de muestreo. El
analisis de las estimaciones se realizara mediante el programa EstimateS ver. 9.1.0.

Base de datos

Se realizard una base de datos utilizando el programa Paradox. Permite ordenar la informacién indicando el
lugar y fecha de recolecta, subfamilia, género y especie, nimero de especies determinadas, altura sobre el
nivel del mar, y recolector.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad por realizar ELF M [ASM G NS AULS S 10D
Recolectas ¥ % |K [¥X ¥ 15 1% |2 |[%X & 8§ [ &
Identificacion Morfologica X | X | X X | X X X | X | X | X X X
Identificacion Molecular X X |IX 7O X X | X X
Congresos X X
Estancia X
Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad porrealizar |E |F |[M_[A [M [J [ A h S e s ORI | D
Recolectas 30,000 pesos (23.07%) y

‘Identificacion 75,000 pesos (57.69%)

Molecular

Congresos 7,000(5.38%) 7,000(5.38%)
Estancia 11,000(8.46%)
Duracion total del proyecto .

[Ano de Inicio | 2018 " | Afo estimado de conclusion | 2020 ]

5.-Productos Esperados
« Dos articulos cientificos en revistas indexadas
« Dos presentaciones en congresos nacionales e internacionales
« Base de datos de las especies presentes en el cultivo del limon

6.-Literatura Citada
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