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INTRODUCCION GENERAL

Brassica oleracea L. es una planta originaria de Asia menor y de la region del
Mediterraneo (Vavilov, 1992), y presenta al menos siete variedades: acephala, alboglagra,
botrytis, capitata, gongylodes, gemmifera, italica y troncuda (The Staff of the Liberty Hyde
Baley Hortorum, 1976). En México las variedades de mayor importancia son brocoli (B.
oleracea var. italica), col (B. oleracea var. capitata) y coliflor (B. oleracea var. botrytis). En el
afio de 1980, la superficie sembrada de estas tres variedades fue de 4, 681 hectareas, de este
total 12.17% correspondié a brocoli, 17.18% a col y 15.63% a coliflor (SIAP, 2010); mientras
que para el 2007 la superficie cultivada con estas tres variedades se increment6 a 29, 358
hectareas, correspondiendo el 68.75% a brocoli, 21.40% a col y 9.84% a coliflor (SIAP,

2010).

Las cruciferas como todas las plantas cultivadas presentan plagas insectiles las cuales
pueden ser especificas o generalistas, éstas afectan la producciéon y calidad de la parte
comercial de la planta; dentro de las plagas especificas que pueden afectar el cultivo de las
cruciferas estan: Copitarsia decolora (Guenée), Plutella xylostella L, Pieris rapae (L),
Brevicoryne brassicae (L), Murgantia histrionica (Hahn), Trichoplusia ni (Hubner),
Pseudoplusia ni (Hubner), Peridroma saucia (Hubner), Epitrix sp. (Fenny, 1977; Anaya &
Romero, 1999; Bautista, 2006).

Las cruciferas se caracterizan por tener glucosinolatos, metabolitos secundarios, que son
esteres de (Z)-cis-N-Hidroximinosulfatos, que poseen una cadena lateral R y un sulfuro ligado
a un residuo de D-glucopiranosa (Rosa et al., 1997). Estos compuestos median la interaccion

entre los herbivoros (y de algunos depredadores y parasitoides) y las cruciferas (Stadler &
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Reifenrath, 2009). Considerando estos compuestos, en el capitulo uno, se revisa la preferencia
de Copitarsia decolora a brécoli (B. oleracea var. italica), a col (B. oleracea var. capitata) y
coliflor (B. oleracea var. botrytis).

Copitarsia decolora es una de las principales plagas para las cruciferas en México, no tanto
por los dafios fisicos que causan al producto, sino por ser una plaga de importancia
cuarentenaria para los Estados Unidos de Norteamérica (Gould et al., 2006), principal
mercado de la produccién de cruciferas (Secretaria de Economia, 2009), por lo cual pone
restricciones no arancelarias para la introduccion de hospederos de esta plaga (SENASICA,
2003; USDA, 2009). Una practica que se realiza en los productos agricolas que son
hospederos de C. decolora es el muestreo de los embarques en punto de origen y punto de
entrada a los Estados Unidos de Norteamérica, para minimizar los riesgos de la introduccion
de esta plaga a dicho pais. Algunas veces larvas de otras especies de lepiddpteros son
confundidas con las larvas del gusano del corazén de la col, por la policromia y las formas
triangulares que se encuentran en el dorso de las larvas de quinto y sexto instar de C.
decolora, mientras que las caracteristicas de identificacién en adultos de este néctuido son las
escamas que forman la palabra “OK” en las alas anteriores, las caracteristicas que se toman
para una identificacion rapida de C. decolora se observan en larvas y adultos de Peridroma
saucia Hubner, especie que también afecta a las cruciferas. En el capitulo dos se hace una
descripcién de la metodologia para la caracterizacion molecular de Copitarsia decolora y de
tres de sus parasitoides encontrados en el area de Montecillo, México. La identificacion
taxondmica tradicional es la base para clasificar a los organismos (Coronado, 2009; Angulo &

Olivares, 2010), la identificacion de los parasitoides fue realizada por especialistas.
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Con estos antecedentes, la identificacion erronea de larvas detectadas en los cargamentos
de vegetales con larvas de C. decolora provoca pérdidas econdémicas a los productores y
exportadores. La identificacion de esta especie debe realizarse por especialistas para
minimizar que embarques de productos sean retornados por una identificacion erronea. Una
alternativa que minimizaria la confusion entre larvas de otras especies es el uso de la Biologia

Molecular (Armstrong & Ball, 2005; Miller, 2007; Stoeckle & Hebert, 2008).

Con la finalidad de reducir la presencia de C. decolora en cultivos hospederos de esta
plaga, se utiliza el control quimico, algunos ingredientes activos que se utilizan en México
son: metamidofos (Bayer Crop Science, 2010a; FMC, 2010), endosulfan (Bravo, 2010),
carbarilo (Bayer Crop Science, 2010b) y permetrina (Basf, 2010). EI control legal por medio
de la aplicacion de la Norma Oficial Mexicana NOM-081-FITO-2001, dicha Norma
contempla el establecimiento o reordenamiento de fechas de siembra, cosecha y, en particular
el manejo y eliminacion de focos de infestacion de C. decolora (DOF, 2002). EI control
bioldgico se puede dar usando organismos que controlan a otras plagas que afectan a las
cruciferas, por ejemplo el uso de bacterias (Bacillus thuringiensis Berliner), virus
(Baculovirus) (Fuxa et al., 2002; Goulson & Cory, 1994), hongos (Beauveria bassiana
(Vuill), Metarhizium anisopliae (Metschnikoff)), depredadores (Chrysoperla carnea
(Stephens)) y parasitoides de huevos (Trichogramma spp.) (Garcia et al., 2005) pueden
reducir de manera significativa a las poblaciones del gusano del corazon de la col sin ser esta
la especie objetivo de control. En relacién a parasitoides no hay muchos estudios sobre
enemigos naturales especificos para C. decolora, por lo que en este trabajo se colectaron,
identificaron y caracterizaron a tres parasitoides del gusano del corazon de la col en el area de

Montecillo. En el capitulo tres se describe la biologia de Hyposoter sp. (Hymenoptera:



Ichneumonidae), Euplectrus plathypenae (Hymenoptera: Eulophidae) y Netelia sayi

(Hymenoptera: Ichneumonidae).
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CAPITULO 1: PREFERENCIA DE Copitarsia decolora (Guenée) A TRES
VARIEDADES DE Brassica oleracea L Y AL COLOR PARA OVIPOSICION EN

CONDICIONES DE CAMPO

RESUMEN

El gusano del corazén de la col (Copitarsia decolora) es una plaga de cruciferas
comerciales, considerada como cuarentenaria para los Estados Unidos de Norteamérica,
principal mercado y consumidor de las cruciferas que se producen en México. Las plantas de
la Familia Brassicaceae tienen como caracteristica comun producir glucosinolatos como
defensa contra la herbivoria. En este trabajo se exploro si hay preferencia de C. decolora por
alguna de las tres variedades de Brassica oleracea (brdcoli, col y coliflor) y al color de
superficies para realizar la oviposicion en condiciones de campo. Para la preferencia de las
variedades en campo se utilizd el modelo experimental completamente al azar; los
tratamientos fueron brocoli, col y coliflor. Se consideré como variable respuesta la presencia o
ausencia de larvas de la plaga en cada una de las plantas, para ello se realizé un censo a los 45
dias después del trasplante de las variedades en los ciclos de otofio 2007, invierno 2007 y
verano 2008. El analisis de los datos se llevd a cabo mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Para la preferencia al color para oviposicién en el ciclo de verano de 2008 se
utilizaron pantallas de tela de organza de 1m?de color blanco, negro, rojo y verde, con cuatro
repeticiones. La cantidad de huevos de C. decolora encontrados en las pantallas fue tomada
por 22 dias consecutivos, y se evaluaron mediante el analisis de varianza y la prueba de
Tukey.

Los resultados indican que la variedad capitata (col) fue la que present6 méas plantas
atacadas por larvas de C. decolora, quizas en respuesta a la presencia del menor nimero y
concentracion de glucosinolatos en esta variedad. Se discute como usar esta informacion para
disminuir el ataque del gusano del corazén de la col en cultivos comerciales de brécoli y
coliflor.

En las pantallas de color negro se tuvo la mayor atracciéon para la oviposiciéon de las
hembras de C. decolora (P<0.05) seguido por el rojo y verde, siendo el menos preferido el
color blanco.

Palabras claves: gusano del corazon de la col, glucosinolatos, brocoli, col, coliflor, longitud
de onda.



CHAPTER 1: PREFERENCE Copitarsia decolora (Guenée) A THREE VARIETIES OF

Brassica oleracea L. AND SURFACE COLOR IN FIELD CONDITIONS

ABSTRACT

The cutworm cabbage (Copitarsia decolora) is a pest of cruciferous plants, it is considered
as a quarantine pest for the United States, the main consumer market for cruciferous
cultivars produced in Mexico. The Brassicaceae family plants have the common feature
produce glucosinolates as a defense against herbivory. In this paper we explored whether
there is a preference of C. decolora by any of the three varieties of Brassica oleracea
(italica, capitata and botrytis) and surface color for oviposition in field conditions. For the
preference of varieties we used the completely randomized design, treatments were
broccoli, cabbage and cauliflower. Response variable was defined as the presence or
absence of larvae of the pest in each of the plants. A census was conducted 45 days after
transplantation of the varieties and data analysis was carried out by nonparametric Kruskal-
Wallis test. For color preference we used color fine mesh surfaces 1m?, the used colors
used white, black, red and green. It had four repetitions for each color, the data were the C.
decolora eggs found in the fabrics by 22 consecutive days. The data were analyzed using a
variance test and Tukey test.

The results indicate that the variety capitata (cabbage) was the one most affected plant by
cutworm larvae, Maybe in response to this variety that is the one with the lowest number
and concentration of glucosinolates. In the winter cycle the number of larvae increased in
the three varieties, population increase was related to the concentration of glucosinolates.
Broccoli, to present the greatest variety and concentration of glucosinolates was attacked
with less frequency. We discuss how to use this information to reduce cutworm attack to
cabbage, broccoli and cauliflower crops.

The black color was the one who had the greatest attraction for oviposition of females of C.
decolora (P <0 .05), followed by red and green being the least preferred white.

Keywords: cutworm cabbage, glucosinolates, broccoli, cabbage, cauliflower, wavelength.



1.1 INTRODUCCION

El cultivo de cruciferas en México es importante por las fuentes de empleo que se generan
durante su proceso de produccién, y por las divisas que se obtienen por la exportacion de
brécoli y coliflor. En 2008, la superficie dedicada a las cruciferas en México fue de 32, 180.89

ha (SIAP, 2009).

En México se reporta a Copitarsia decolora (Guenée), Plutella xylostella L, Pieris rapae
(L), Brevicoryne brassicae (L), Murgantia histrionica (Hahn), Trichoplusia ni (Hubner),
Pseudoplusia ni (Hibner), Peridroma saucia (Hibner), Epitrix sp. como especies de insectos
que afectan a plantas de la familia Brassicaceae (Fenny, 1977; Anaya & Romero, 1999;

Bautista, 2006).

El gusano del corazdén de la col (Copitarsia decolora) se distribuye desde México hasta
Sudamérica (Angulo & Olivares, 2003); larvas de esta palomilla se han encontrado en 19
familias boténicas, incluyendo a 50 cultivos de importancia economica. Algunos de los
cultivos que son afectados por esta plaga son: alfalfa (Medicago sativa L.), betabel (Beta
vulgaris L.), brécoli (Brassica. oleracea L. var. italica), col (B. oleracea L. var. capitata),
coliflor (B. oleracea L. var. botrytis), chicharo (Pisum sativum L.), chile (Capsicum annuum
L.), calabaza (Cucurbita pepo L.), epazote (Chenopodium ambrosioides L.), espinaca
(Spinacia oleracea L.), girasol (Helianthus annuus L.), huazontle (Chenopodium nuttalliae
Saff), cilantro (Coriandrum sativum L.), esparrago (Asparagus officinalis L.), papa (Solanum
tuberosum L.), romerito (Suaeda torreyana S. Watson), verdolaga (Portulaca oleracea L.),

flores de corte, frutales y ornamentales (Angulo & Olivares, 2003; Bautista, 2006).



El gusano del corazon de la col es una plaga cuarentenaria para los EE.UU. (Gould et al.,
2006; Venette & Gould, 2006), principal mercado y consumidor de las cruciferas que se
producen en México (Secretaria de Economia, 2009). De las plantas cultivadas afectadas por
C. decolora en México destacan el brdcoli, col y coliflor por las divisas que se obtienen por la
importacion de estas hortalizas. Los Estados Unidos de Norteamérica imponen barreras
fitosanitarias a estas hortalizas, por lo que las exportaciones de estas cruciferas deben cumplir
con ciertos requisitos fitosanitarios. Entre ellos, destacan el muestreo en el punto de ingreso,
y el Certificado Fitosanitario Internacional debe de llevar la leyenda “This shipment has been

inspected and found free of Copitarsia larvae and adults” (SENASICA, 2003; USDA, 2009).

Los compuestos comunes gque caracterizan a estas variedades son los glucosinolatos, estos
son ésteres de (Z)-cis-N-Hidroximinosulfatos, que poseen una cadena lateral R y un sulfuro
ligado a un residuo de D-glucopiranosa (Rosa et al., 1997). Estas sustancias estan presentes en
11 familias de plantas, incluyendo las cruciferas (Levin, 1976; Rosa et al., 1996; Velasco et
al., 2007). Los glucosinolatos pueden tener una accion repelente o atrayente hacia los insectos
fitofagos (Prokopy & Owens, 1983; Murlis et al., 1992; Renwick & Chew, 1994); otro
elemento que puede servir para que los insectos plaga seleccionen a su hospedero es el color,
tal como lo demuestran estudios realizados en trips (Gonzalez et al., 1999), y dipteros (Suarez

et al., 2007; Volpe et al., 1967).

Rosa et al. (1997), realizaron una recopilacion de los estudios realizados a los
glucosinolatos de cruciferas en el cual se sefiala la variacion y diferencia de los glucosinolatos
presentes de varias cruciferas cultivadas, y entre ellas se encuentran brdcoli, col y coliflor,
variedades comerciales de importancia econdmica en México, siendo brécoli y coliflor en las

que se han reportado la mayor variedad y concentracion de glucosinolatos (Cuadro 1.1).



Cuadro 1.1.- Glucosinolatos presentes en tres variedades de Brassica oleracea, modificado
de Rosa et al., (1997).

GLUCOSINOLATO Variedades

Brécoli Col Coliflor

2-Propenil S P P
3-Metilsulfinilpropil P P P
Indol glucosinolato - P -
Indol-3-ilmetil P P P
4-metilsulfinilbutil P S P
1-Metoxyindol-3-ilmetil P S P
2-Hidroxibut-3-enil S S S
2-Hidroxipent-4-enil S - S
2-Fenetil S - -
But-3-enil S S S
3-Metiltiopropil - - S
4-Metilsulfonilbutil - S -
4-Metiltiobutil S - S
4-Hidroxindol-3-ilmetil S - S
4-Metoxindol-3-ilmetil S - S

TOTAL 12 9 12

P= Glucosinolato principal, S= Glucosinolato en baja cantidad, -=No reportado en esa variedad.

En pruebas preliminares se observo que las hembras C. decolora, no discriminan entre el
sitio de oviposicidn, ya que las hembras ovipositaron en plantas arvenses, y objetos cercanos a
la planta hospedera, un comportamiento similar se reporta para las hembras de Spodoptera

frugiperda (J. E. Smith) (Scott & All, 1984)



El objetivo del presente trabajo fue evaluar la preferencia de C. decolora a tres variedades
de Brassica oleracea y su relacion con los glucosinolatos presentes en dichas variedades; asi
como la preferencia hacia algun color para que las hembras de C. decolora realicen la

oviposicion.

1.2 MATERIALES Y METODOS

En el Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados, durante los ciclos de otofio 2007,
invierno 2007 y verano 2008 se plantaron tres variedades de Brassica oleracea L.: brdcoli (B.
oleracea var. italica cv. Heritas), col (B. oleracea var. capitata cv. Royal) y coliflor (B.
oleracea var. botrytis cv. Incline) en una superficie de 2,000 m?. La distancia entre plantas fue
de 30 cm, y distancia entre surcos de 80 cm. Se realizaron todas las practicas de manejo para
lograr un éptimo desarrollo de las plantas, a excepcién de la aplicacion de agroquimicos, para

no interferir con la dindmica poblacional de los insectos asociados a las cruciferas.

1.2.1. Preferencia de C. decolora a tres variedades de B. oleracea.

Los tratamientos evaluados fueron las plantas de brocoli, col y coliflor. La variable
respuesta fue presencia o ausencia de larvas de C. decolora en estas plantas de cruciferas
ocurrida de manera natural, al término de los primeros 45 dias después de realizar el

trasplante. La ubicacion de las variedades en la parcela fue aleatorizada en cada ciclo de
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cultivo. En el ciclo de verano 2007 se censaron 1, 122 plantas de cada variedad; en invierno de
2007 se observaron 1, 989 plantas de brocoli, 2, 120 plantas de col y 1, 928 plantas de coliflor,
y en otofio 2008 se revisaron 1, 697 plantas de brécoli, 1, 726 plantas de col y 1, 751 plantas
de coliflor. El porcentaje de plantas infestadas por genotipo se compard mediante la prueba
estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis, y de Wilcoxon para determinar la variedad de
mayor preferencia por C. decolora, se utilizd el método de Bonferroni para ajustar el error tipo

| para comparar medianas, mediante el paquete estadistico SAS 9.1 (S. A. S., 2004).

Para correlacionar los datos porcentajes de infestacion con la cantidad y concentracién de
glucosinolatos de las variedades de Brassica oleracea utilizadas en el presente trabajo, se uso

como referencia la revision realizada por Rosa et al. (1997).

1.2.2. Preferencia de color por hembras de C. decolora para realizar la oviposicion.

Para este ensayo se colocaron pantallas de tela de organza (malla de 40 x 30 hilos/cm?) de
un metro cuadrado de superficie, se utilizaron los colores blanco, negro, rojo y verde. Se
utilizé el modelo experimental completamente al azar, con cuatro repeticiones por color; éstos
fueron distribuidos al azar entre el terreno sembrado con los tres cultivares. Se revisaron las
pantallas durante 22 dias consecutivos, contabilizando los huevos de C. decolora. Con los
datos obtenidos se realiz6 un analisis de varianza, y la separacion de medias con la prueba de

Tukey (P=0.05) mediante el software estadistico SAS 9.1 (S. A. S., 2004).



1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Preferencia de C. decolora a tres variedades de B. oleracea.

En el ciclo de otofio de 2007, se observé que en las plantas de bréocoli (Brassica oleracea
var. italica) Unicamente tres (0.26%) de ellas tenian larvas del gusano del corazén de la col. En
col (B. oleracea var. capitata) se encontraron larvas del gusano corazon en 105 plantas
(9.36%), mientras que en coliflor (B. oleracea var. botrytis) se detectaron larvas de C.
decolora en 56 plantas (4.99%). Las cantidades de larvas presentes en cada una de las
variedades fueron estadisticamente diferentes (P < 0.0001). Al aplicar la prueba de Wilcoxon

se obtuvo la agrupacion que se observa en la Fig. 1.1.

[EEN
o
J
Q

Plantas con larvas de C.
decolora (%)

O R, NWHAULIOONOO
1

Brocoli Col Coliflor

Otoio 2007

Fig.1.1.- Preferencia de C. decolora a tres variedades de B. oleracea en otofio 2007. Variedades con letras distintas muestran
diferencias estadisticas, P=0.05, ajustada a Bonferroni.



En invierno de 2007, del total de plantas de brécoli, 38 (1.91%) presentaron larvas de C.
decolora; en 840 (39.62%) plantas de col se encontraron larvas del gusano corazon de la col;
y en 270 (14.00%) plantas de coliflor se encontraron gusanos de esta plaga. Las cantidades de
larvas presentes en cada una de las variedades fueron estadisticamente diferentes (P < 0.0001).

Con la prueba de Wilcoxon, se obtuvo la agrupacion que se observa en la Fig. 1.2.
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Fig. 1.2.- Preferencia de C. decolora a tres variedades de B. oleracea en invierno 2007. Variedades con letras distintas
muestran diferencias estadisticas, P= 0.05, ajustada a Bonferroni.

En verano de 2008, se encontraron Unicamente 6 (0.35%) plantas de brocoli con larvas de
C. decolora; mientras que en col, fueron 142 (8.23%) plantas con larvas del gusano del
corazén de la col; y por ultimo, en coliflor se encontraron 89 (5.08%) plantas con presencia
de larvas de dicha plaga. Las cantidades de larvas presentes en cada una de las variedades
fueron estadisticamente diferentes (P < 0.0001). Al aplicar la prueba de Wilcoxon se obtuvo la

agrupacion que se observa en la Fig. 1.3.
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Fig. 1.3.- Preferencia de C. decolora a tres variedades de B. oleracea en verano 2008. Variedades con letras distintas
muestran diferencias estadisticas, P= 0.05, ajustada a Bonferroni.

En los tres ciclos (otofio e invierno 2007 y verano 2008) en que se realizaron los censos
para determinar la preferencia de C. decolora a las variedades de Brassica oleracea, se
encontrd que la tendencia fue la misma; la col presentd el mayor porcentaje de plantas
afectadas por larvas del gusano del corazén de la col, seguida por la coliflor, en tanto que

brécoli fue la que tuvo el menor nimero de larvas de esta plaga.

Con los valores acumulados de las plantas afectadas por larvas del gusano del corazén de la
col en los tres ciclos, se realizo la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con la finalidad
de conocer la preferencia de C. decolora a las tres variedades utilizadas, el resultado indico
que si existio diferencia estadistica en la preferencia hacia los cultivares usados en el presente
trabajo (P < 0.0001), siendo la col la variedad que presento el mayor porcentaje (70.17%) de
plantas con presencia de larvas de C. decolora, le siguid coliflor con 26.8% y el brdcoli

Unicamente tuvo el 3.03% .
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Suarez et al. (2006), mencionan que en la region de Acatzingo, Puebla, la variedad de
crucifera que presenta la mayor incidencia de larvas de C. decolora es la col, seguida de la
coliflor, los resultados de dicho trabajo son similares a los obtenidos en el presente trabajo.
Sin embargo, Suéarez et al. (2006) y Tovar et al. (2007), no aluden la presencia de larvas de C.
decolora en brocoli, dicho resultado contrasta con lo obtenido en esta investigacion, ya que se
encontrd a larvas del gusano del corazdn de la col en plantas de brécoli, aunque la cantidad de
plantas de brocoli afectadas fueron bajas en todos los censos que se realizaron durante este
estudio. Considerando los habitos polifagos de C. decolora, es razonable la explicacion de que
prefiera a la col por presentar la menor cantidad y concentracion de glucosinolatos, ya que no
requiere de un gasto extra de energia para neutralizar los glucosinolatos (Rosa et al., 1996;

Rosa et al., 1997; Romero & Villanueva, 2000; Charron & Sams, 2002; Velasco et al., 2007).

La cantidad de plantas afectadas por larvas de C. decolora se vio afectada por el ciclo de
siembra, ya que en el censo de otofio 2007 de 3, 366 plantas (considerando el total de plantas
brécoli, col y coliflor) el 3.68% (124 plantas) tuvo presencia de larvas del gusano del corazon
de la col; mientras que en invierno 2007 de 6, 037 plantas, el 19.01% (1, 148 plantas) fue
afectado por larvas de esta palomilla y en verano 2008 de 5, 174, solo el 4.58% (237 plantas)
presentd larvas de C. decolora estos resultados; el incremento en la cantidad de plantas
afectadas quiza se deba a que las cruciferas presentan una baja en sus defensas quimicas
durante el invierno (Levin, 1976; Rosa et al., 1996; Velasco et al., 2007; Gols et al., 2008;
Gols & Harvey, 2009). Los resultados aqui obtenidos concuerdan con los de Suérez et al.
(2006), quien reporté una mayor incidencia de esta plaga en los meses de noviembre y
diciembre en los cultivos de col y coliflor en la region de Acatzingo, Puebla y Texcoco,

Estado de México.
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Es posible que la concentracion de glucosinolatos disminuya en las tres variedades en
invierno de manera proporcional a la concentracion presente en los ciclos de verano y otofio,
sin embargo la preferencia relativa del gusano del corazén de la col se mantuvo invariable
respecto a las tres variedades usadas en este trabajo siendo col la variedad mas afectada por

esta plaga.

Al aplicar la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis se encontrd diferencia estadistica
entre los ciclos de cultivo (P < 0.0001). Al realizar la prueba Wilcoxon, se encontrd que
durante el invierno la cantidad de plantas afectadas por larvas de C. decolora fue superior que
las afectadas en los ciclos de otofio y verano (Fig. 1.4), por lo que al parecer las temperaturas

de invierno favorecen al gusano del corazédn de la col, como se discute mas adelante.
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Fig. 1.4.- Porcentaje de plantas afectadas por larvas de C. decolora en cada ciclo de cultivo. Ciclos con letras distintas
muestran diferencias estadisticas, P=0.05 ajustada a Bonferroni.

Rosa et al. (1996), Rosa et al. (1997), Anaya (2003), y Velasco et al. (2007), mencionan

que la diversidad y concentracion de glucosinolatos dependen de diversos factores como la
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edad, temperatura, estrés hidrico, tipo de suelo, asi como a la genética misma de las plantas,
estos factores pueden explicar la preferencia mostrada por el gusano del corazén de la col a las

variedades utilizadas en el presente trabajo.

La cantidad de plantas afectadas en campo por larvas del gusano del corazon de la col dan
indicio de la preferencia a las variedades utilizadas, la cual se relaciona en gran medida al
factor genético de las variedades, pues se ha encontrado que el numero y concentracién de los
glucosinolatos entre las diversas variedades de cruciferas (Carlson et al., 1987; Mithen et al.,
1987; VanEtten et al., 1976), e incluso entre cultivares de una misma variedad de crucifera
existe variacion de los glucosinolatos presentes en ellas (Fenwick & Heaney, 1983; Rosa &

Rodrigues, 2001; VanEtten et al., 1980).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican que brdcoli no es la crucifera
preferida por C. decolora; sin embargo en los estados de Guanajuato y Puebla, donde existen
grandes superficies dedicadas al cultivo de brécoli (13, 337 y 1, 350 ha respectivamente
(SIAP, 2009), este insecto ha sido detectado en embarques comerciales de brocoli. Por lo
anterior, una alternativa de manejo para minimizar la presencia del insecto en las plantaciones
de brocoli y coliflor, puede ser el uso de col como cultivo trampa para disminuir la poblacion
y disminuir la presencia de larvas en las inflorescencias de las variedades que tienen como

mercado final a los EE.UU.
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1.3.2. Preferencia de color por hembras de C. decolora para realizar la oviposicion.

C. decolora pertenece a la Familia Noctuidae, grupo taxonémico que se caracteriza por su
mayor actividad nocturna, por lo que pudiera pensarse que sefiales fisicas como el color son
de poca relevancia para la seleccion de su hospedero. La prueba referente a la preferencia de
colores para la oviposicion de las hembras de C. decolora en campo, mostré que las hembras
del gusano corazén de la col prefieren el color negro para realizar su oviposicién, de un total
de 191 huevos colectados, 87 fueron colectados de las pantallas de color negro, 44 de las
pantallas rojas, 43 de las pantallas verdes y 17 de las pantallas blancas (Fig.1.5). Este
resultado es similar al obtenido por Ashfaq et al. (2005), quien empleando luces de diferentes
colores para atraer insectos de habitos nocturnos encontré que el mayor porcentaje de
atraccion lo obtuvo al utilizar luz negra. Sin embargo, difiere con la preferencia del color por
otros ndctuidos Trichoplusia ni Hubner, Heliothis zea (Boodie) quienes presentan una
atraccion hacia los sustratos de color amarillo para realizar la oviposicion, tal como lo
mencionan Shorey (1964) y Renwick & Chew (1994).
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Fig. 1.5- Porcentaje de huevos de C. decolora sobre pantallas de color en tres variedades de Brassica oleracea. Letras iguales
no presentan diferencia estadistica. Prueba de Tukey P=0.05.

14



1.4 CONCLUSIONES

Independientemente de la fecha de cultivo las plantas de col (Brassica oleracea var.
capitata) presentaron el mayor nimero de larvas de Copitarsia decolora, mientras que coliflor
(B. oleracea var botrytis) tuvo una preferencia media, y la brécoli (B. oleracea var. italica)

presentd el menor nimero de plantas atacadas.

Se considera que la preferencia de C. decolora esta en funcién del nimero y concentracion
de glucosinolatos. De acuerdo con reportes previos, la col presenta el menor nimero y
concentracion de glucosinolatos, 1o que coincide en este estudio como el cultivo que tuvo
mayor numero de plantas afectadas por esta plaga. La época de siembra del cultivo afecto la
poblacion del gusano del corazdén de la col, debido a que conoce que en invierno la

concentracion de los glucosinolatos es menor, lo que permite una mayor colonizacion de esta

plaga.

En condiciones de campo las hembras de C. decolora tuvieron una marcada preferencia por
ovipositar en las pantallas de color negro. ElI empleo de pantallas de color negro en los
cultivos con cruciferas puede servir como complemento para el monitoreo de la presencia de

esta plaga, en un esquema de manejo integrado del gusano del corazén de la col.
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CAPITULO 2: IDENTIFICACION TAXONOMICA Y CARACTERIZACION
MOLECULAR DE Copitarsia decolora Y TRES DE SUS PARASITOIDES

HIMENOPTEROS

RESUMEN

La identificacion de organismos se ha llevado a cabo principalmente mediante la comparacion
de caracteres morfoldgicos (tamafio, color, forma, estructuras especificas, etc.), esta técnica de
comparaciéon ha resultado (til, pero algunas veces es insuficiente para lograr una buena
clasificacion de los organismos, por lo que en la actualidad una herramienta que resulta de
gran ayuda es la biologia molecular. El objetivo de este trabajo fue la identificacion
morfoldgica de tres himenopteros parasitoides que atacan a larvas de Copitarsia decolora, asi
como la caracterizacion molecular de la plaga y tres himendpteros parasitoides de esta plaga.
Para la identificacion morfoldgica se utilizaron claves taxonomicas binomiales, asi como la
consulta con especialistas para la confirmacidn de los géneros y la determinacion a especie de
los parasitoides. Para la caracterizacion molecular se utilizaroOn los reactivos de extraccion
genomica de Quiagen®, se mandd a secuenciar a la empresa Macrogen, y las secuencias
obtenidas se procesaron con el programa MEGA 4.0, SeqMan 11 v4.03 y Mr. Bayes v3.1.2. Se
identificO mediante los caracteres morfoldgicos el género Hyposoter (Hymenoptera:
Ichneumonidae), y las especies Euplectrus platyhypenae (Hymenoptera: Eulophidae) y
Netelia sayi (Hymenoptera: Ichneumonidae). Se logré la amplificacion parcial del Citocromo
Oxidasa | de C. decolora y de los tres parasitoides; se elaboraron los arboles filogenéticos
comparando las secuencias obtenidas con secuencias depositadas en el banco de genes.

Palabras claves: DNA, Genbank, Hyposoter, Euplectrus platyhypenae, Netelia sayi, parasitoides.
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CHAPTER 2: TAXONOMIC IDENTIFICATION AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF Copitarsia decolora AND THREE OF HIS

HYMENOPTERA PARASITOIDS

ABSTRACT

Identification of insects has been carried out mainly by comparing the morphological
characters (size, color, shape, specific structures, etc.). This approach has proved useful for
comparison, but sometimes it is insufficient to achieve a good classification organism. Today
one tool that is available and helpful is molecular biology. The aim of this study was the
morphological identification of three hymenopterans parasitoids that attack larvae Copitarsia
decolora, and molecular characterization of the pest and three of its hymenopterans
parasitoids. For morphological identification binomial taxonomic keys were used, as well as
consultation with specialists for confirmation of the genera and species determination of
parasitoids. For the molecular characterization were used extraction reagents from Quiagen
Genomic®, the sequence was made by Macrogen and the sequences obtained were processed
with the program MEGA 4.0, SeqMan 11 v4.03 and Mr. Bayes v3.1.2. We were successful to
identify by morphological characters to Hyposoter sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae),
Euplectrus platyhypenae (Hymenoptera: Eulophidae) and Netelia sayi (Hymenoptera:
Ichneumonidae). Amplification was achieved partial Cytochrome Oxidase | of C. decolora
and the three parasitoids and phylogenetic trees were constructed by comparing the obtained
sequences with sequences deposited in the genbank.

Keywords: DNA, Genbank, Hyposoter, Euplectrus platyhypenae, Netelia sayi, parasitoids.
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2.1 INTRODUCCION

El gusano del corazén de la col, Copitarsia decolora, es una plaga polifaga, cuyas
poblaciones se controlan basicamente mediante métodos como el quimico, cultural, y legal
(Diaz et al., 2003). El control biolégico de esta plaga ha sido poco estudiado en México, y en
los pocos estudios que se han hecho no se ha llegado a la identificacion de las especies de los

organismos que actdan en la regulacion poblacional de esta plaga.

A pesar de que existen ciencias como la Taxonomia y la Sistemética, cuya finalidad es la
de clasificar a los organismos (Alexander et al., 1992; Prescott et al., 1999), en muchos de los
casos es casi imposible realizar la diferenciacion y clasificacion de organismos mediante las
herramientas clasicas comparacién de especimenes con especimenes depositados en museos y
colecciones entomoldgicas, o la aplicacion de claves taxondmicas, en las cuales la
identificacion de los ejemplares se basa en la observacion de caracteres morfoldgicos externos
(Angulo & Olivares, 2005; Triplehorn & Johnson, 2005) e internos (genitalia) (Angulo &

Olivares, 2003).

En la actualidad una herramienta moderna que sirve de apoyo en la identificacion de
organismos cuando el estudio y analisis de los caracteres morfologicos resultan insuficientes
para delimitar a nivel de especie, subespecie, linajes o biotipos es la biologia molecular
(identificacion en base al DNA) (Lanteri et al., 2002 ), este método nos ayuda a complementar
la caracterizacion e identificacion de los organismos mediante la obtencion y utilizacion de las
secuencias geneticas (Miller, 2007; Hajibabaei et al., 2007), ya que conociendo éstas, se hace

mas sencilla la identificacion de organismos, inclusive se pueden determinar los cambios en el
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tiempo ocurridos en una poblacion; esto Gltimo es casi imposible realizarse con la
identificaciéon clasica (uso de claves, comparacion de ejemplares) ya que estos cambios
pueden pasar inadvertidos si s6lo se analizan los caracteres morfoldgicos (Armstrong & Ball,

2007; Haro et al., 2005).

Al combinar el método clasico de identificacion de los organismos y los métodos
modernos, se tiene una mayor certidumbre de la identificacion y ubicacion correcta de los
organismos con los que se realicen trabajos. En el caso de los insectos la correcta
identificacion de los insectos plaga y de los organismos que interactian para regular de
manera natural a las poblaciones de dichas plagas tiene un papel crucial, debido a que existen
especies de insectos plaga que pueden afectar a un mismo cultivo, y cuyos caracteres
morfoldgicos usados para su identificacion sean muy similares (Triplehorn & Johnson, 2005),
y la identificacion incorrecta del insecto plaga, parasitoides y depredadores traerd problemas
en el control de la plaga y, por ende, se provocaran pérdidas en la produccion y
comercializacién, que se pueden solucionar mediante la identificacion correcta de los

organismos.

Por lo anterior, el fin del presente trabajo fue identificar con base en claves taxondmicas, a
tres himenopteros parasitoides que regulan de manera natural a las poblaciones de C. decolora
en la region de Texcoco, Estado de México, asi mismo realizar la caracterizacion
molecularmente del gusano del corazén de la col y de tres parasitoides himendpteros que

interactdan con esta plaga.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Manejo del material biol6gico utilizado

Se realizaron colectas de larvas de Copitarsia decolora de diferentes estados de desarrollo
en cultivos de cruciferas a partir de agosto de 2006 a agosto de 2008 en lotes experimentales y
comerciales ubicados en las cercanias de la Universidad Autonoma Chapingo y el Colegio de

Postgraduados en Texcoco, Estado de México.

Las larvas colectadas fueron colocadas en recipientes de plastico de 25 mL de manera
individual para evitar el canibalismo, y se les proporcion6 dieta artificial (Cibrian &
Sugimoto, 1992). Cuando las larvas pasaron al estado de pupa, se realizo el sexado de las
mismas. Después de la emergencia de los adultos, se colocaron de 3 a 5 hembras e igual
numero de machos en un vaso plastico con capacidad de 540 mL; la boca de los vasos fue
cubierta con papel secante, los adultos se alimentaron con una solucion de agua y miel (10:1)
proporcionada en un algodén. Las parejas se cambiaron a un vaso nuevo cada 24 horas

durante siete dias.

Por otra parte, las larvas colectadas en campo, que resultaron parasitadas se separaron, y se
alimentaron para lograr la obtencion del parasitoide adulto. Los adultos de los parasitoides
obtenidos se colocaron en jaulas plasticas con capacidad de 10 L, fueron alimentados con una

solucion azucarada de agua y miel (10:1).
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2.2.2 ldentificacién taxondmica

Los himendpteros parasitoides fueron identificados a nivel de familia usando las claves
dicotomicas para himenopteros de Triplehorm & Johnson (2005). Para el caso de
ichneumonidos se utilizaron las claves de Townes (1969a, 1969b), mientras que para la
identificacion a género del parasitoide perteneciente a la familia Eulophidae se emplearon las
claves de Schauff et al. (1997). Asimismo, se enviaron especimenes a taxénomos especialistas
(Dr. Alejandro Gonzalez Hernandez especialista en Eulophidae, Dr. Samuel Ramirez Alarcon
especialista en Ichneumonidae (género Netelia), PhDr. David Wahl especialista en
Ichneumonidae, Dra. Juana Maria Coronado Blanco especialista en Ichneumonidae, Dr.
Enrigue Ruiz Cancino especialista en Ichneumonidae) para confirmar el género y, en su caso,
determinar la especie. Ejemplares de referencia de los parasitoides fueron depositados en la

coleccion de insectos del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

2.2.3 Caracterizacién molecular

La caracterizacién molecular de C. decolora y los himendpteros parasitoides se realizd
después de haber hecho la identificacion taxondmica clasica. La extraccion de DNA se hizo de
forma individual, utilizando material fresco de cada especie, 5 larvas de C. decolora, 5 adultos
para Hyposoter sp.; 4 larvas y 1 pupa para E. platyhypenae; para N. sayi se utilizaron 3 adultos
Para la extraccion del DNA gendmico se utilizd el paquete de extraccion de DNA de
Quiagen®, y se purificd el producto de PCR con el kit de purificacion de Quiagen® DNA
total de tejidos animales. Enseguida se realiz6 una electroforesis para confirmar la presencia
de DNA gendmico; se utilizé un gel de agarosa a 8%, preparado con Buffer TBE al 0.5%, y

etidium al 1%. En cada pozo del gel, se depositaron 5uL de cada una de las extracciones y se
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les adiciond 2uL del buffer de carga, y en otro pozo se depositaron 5 uL del ADN escalera
(Promega®). Las muestras en la camara de electroforesis Minicell®Primo™ se mantuvieron
por espacio de 30 minutos a 80 volts. La confirmacion de presencia de DNA total, se

documento en un fotodocumentador Gene Wizard de Syngene Bio Imaginable.

Para la amplificacion parcial del gen Citocromo Oxidasa | (COI) de cada una de las
especies se utilizaron diferente iniciadores: para C. decolora se emplearon los iniciadores
universales C1-J-1718 (F) (GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC) con sentido y C1-N-
2329 (R) (ACTGTAA-ATATATGATGAGCTCA) el contrasentido (Simon et al., 1994) que
amplifican aproximadamente 611 pares de bases (pb), y se complemento con el par de
iniciadores especificos CPCO-2050 (F) (GAGCTGTAGGAATACAGCAATT) y CPCO-2640
(R) (CCTCCTAAAATAGCAAATACTG-CTCC) (Simmon & Pogue, 2004) que pueden
amplificar hasta 590 pb. Para la amplificacion del DNA de Hyposoter sp., se utilizaron los
iniciadores universales C1-J-1718 (F) y C1-N-2329 (R); para la amplificacion del COI de E.
platyhypenae se usaron los iniciadores universales C1-J-1718 C1-J-1718 (F) y TL2-N3014 (R)
(TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA), que amplifican 1296 pb Para lograr la

amplificacion parcial del DNA mitocondrial de N. sayi, se usaron los iniciadores C1-J-2183

(CAACATTTATTTTGATTTTTTGG) (F) y TL2-N3014 (R) (TCCAATGCACTAATCTGC-

CATATTA) (R), con este par de iniciadores se puede lograr una amplificacion de 831 pb.

La mezcla de amplificacion para C. decolora, se realiz6 en 25 uL, ésta contuvo: 5 pL de
Buffer 5X; 3 uL dNTPs; 1 pL de cada iniciador; 3.5uL cloruro de magnesio 50 mM; 0.25 pL
de Taqg polimerasa; 1 pL de DNA y 10.25 pL de agua. Para el caso de Hyposoter sp., las

concentraciones fueron similares excepto en DNA y agua, en este caso se utilizaron 2 pL de
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DNA y 9.25 pL de agua. Para E. platyhypenae y N. sayi, se utilizaron 3.75 pL de cloruro de

magnesio, 5 uL de DNA y 6 pL de agua.

Las condiciones de amplificacion de la PCR se ajustaron para cada una de las especies,
para C. decolora fueron 104° C en la tapa del termociclador; 94° C durante 2 minutos en el
proceso de inicializacion; seguido de 30 ciclos a 94° C durante un minuto para desnaturalizar
el DNA; 45° C por 45 segundos para alinear el DNA, y 72° C durante un minuto para lograr la
extension de cadena; después de esto 72° C durante ocho minutos para la elongacion final; y
4° C para conservar el DNA. En el caso de Hyposoter sp. y E. platyhypenae, las condiciones
fueron similares excepto en la temperatura de alineamiento la cual aument6 a 52° C para
Hyposoter sp. y para N. sayi; mientras que para E. platyhypenae la temperatura fue de 45.5°

C.

La confirmacién de amplificacion del gen COI se realiz6 con una electroforesis, en la que
se utilizaron 5 L de la reacciéon mas 2 pL de buffer de carga (Promega), con las mismas
condiciones empleadas para la confirmacion del ADN gendémico. Una vez que se confirmo la
amplificacion, el producto se limpié con el equipo y protocolo de purificacion para PCR
MinElute de Quiagen. El producto purificado se mandé a secuenciar a la compafiia

MacroGen, ubicada en Seul, Corea.

Las secuencias de cada par de iniciadores fueron ensambladas en SeqMan Il v4.03
(DNAStar, Inc, 1997), se obtuvieron secuencias similares de la base de datos del Centro

Nacional para Informacion Biotecnoldgica (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante un

software de comparacion (Blast), las secuencias seleccionadas se alinearon utilizando el

programa Mega 4.0 (Tamura et al., 2007). Se realizO la correspondiente lectura de
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aminoacidos con el cédigo genético para invertebrados utilizando el programa MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007); una vez que se comprobd la lectura de aminoacidos, se obtuvo la
distancia genética con base en el nimero de bases diferentes; después se realiz6 la
reconstruccion de la filogenia de las secuencias obtenidas utilizando el método de Neighbor
Joining y con modelo de substitucion Tamura-Nei, Méaxima Parsimonia con un tipo de
busqueda de arboles heuristica y con estadistica bayesiana con el modelo inicial 4x4 General
Tiempo Reversible, este ultimo utilizando el programa MrBayes v3.1.2 (Huelsenbeck &

Ronquist, 2007).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 ldentificacién taxondmica.

Todas las larvas de lepiddptera colectadas en los cultivares de col, coliflor y brocoli se
identificaron como pertenecientes a la especie Copitarsia decolora (Guenée) mediante los
caracteristicas morfolGgicas para larvas proporcionadas por Angulo & Weigert (1975) y
Suérez et al. (2006). En esta misma zona de estudio, se colectaron tres especies de
himendpteros parasitoides. Utilizando las claves dicotomicas de Triplehorm & Johnson (2005)
se logré identificar a la familia de dichos parasitoides, dos de las tres especies correspondieron

a la familia Ichneumonidae y la restante a la familia Eulophidae.

Por medio de las claves para Ichneumonidae de Townes (1969a) y Townes (1969b), se

logré identificar al género de Hyposoter Foerster (Figura 2.1), y al género Netelia. La
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determinacién de la especie del género Hyposoter no fue posible debido a que no hay claves
taxonomicas ni especialistas que pudieran apoyar en la identificacion de la misma. La especie
del género Netelia, se logré6 mediante la ayuda del Dr. Samuel Alarcon Ramirez, quien la

determin6 como Netelia sayi Cushman (Fig. 2.2).

Con la clave de Schauff et al. (1997) se determin6 que uno de los géneros que afectan a las
larvas de C. decolora es Euplectrus Para la determinacion de la especie se enviaron
especimenes al Dr. Alejandro Gonzalez Hernandez de la Universidad Autonoma de Nuevo
Ledn, especialista en la familia Eulophidae en México, quien identifico a los ejemplares como

Euplectrus platyhypenae Howard (Fig. 2.3).

1 mm

Fig. 2.1.- Macho de Hyposoter sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae)
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Fig. 2.2.- Hembra de Hyposoter sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae)

Fig. 2.3.- Macho de Euplectrus platyhypenae (Hymenoptera: Eulophidae)
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Fig. 2.4.- Hembra de Euplectrus platyhypenae (Hymenoptera: Eulophidae).

Fig. 2.5.- Macho de Netelia sayi (Hymenoptera: Ichneumonidae)
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Fig. 2.6.- Hembra de Netelia sayi (Hymenoptera: Ichneumonidae)

2.3.2 Caracterizacién molecular

Para C. decolora se obtuvieron de 611 a 900 pares de bases (Cuadro 2.1). La busqueda de
secuencias genéticas similares se realizo utilizando la secuencia EU821465 en la base de datos
de NCBI, de donde se obtuvo a secuencias similares con otras especies de ndctuidos que no
correspondieron al género Copitarsia, a pesar de la existencia de secuencias de esta especie en
la base de datos NCBI. Esto fue debido a que el fragmento analizado por Simmons & Scheffer
(2004) corresponde a un fragmento méas pequefio (543pb) que el que se utilizo en esta

investigacion (611pb) y corresponde a una region contigua, con 294pb de compartidas, por

31



otro lado otras secuencias de esta especie con un mayor numero de bases (1200) no estan
completas y presentan fragmentos internos sin definicion de bases, por lo que la similitud
entre la secuencia obtenida y las depositadas por otros autores en el NCBI para el género

Copitarsia es nula.

Sin embargo, se encontraron secuencias de otros noctuidos, cuya similitud con la secuencia
de C. decolora fue del 90 al 91%; éstas, se utilizaron para ubicar la especie taxonémicamente
con base a el segmento analizado para la reconstruccion del arbol filogenético de este
organismo se seleccion6 a Olepa schleini Witt, Muller, Kravchenko, Miller, Hausmann &

Speidel. (Lepidoptera: Arctiidae) como grupo de comparacion (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1.- Secuencias utilizadas para la reconstruccion del arbol filogenético de Copitarsia
decolora, obtenidas del banco de genes del National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (15/03/08).

Especie No. de acceso pb Haplotipo Identidad Méaxima
Copitarsia decolora EU821465 900 6 100%
Copitarsia decolora EU876681 654 6 100%
Copitarsia decolora EU876673 656 6 100%
Copitarsia decolora EU876674 611 6 100%
Copitarsia decolora EU876675 652 6 100%
Diachrysia chrysitis AJ420366 1530 1 91%
Diachrysia chrysitis AJ420361 1530 2 91%
Diachrysia chrysitis AJ420358 1458 3 91%
Diachrysia tutti AJ420369 1530 4 91%
Noctua atlantica AY 600452 1579 5 92%

Feltia jaculifera DQ792592 2301 7 92%
Feltia jaculifera U60990 2301 8 92%
Feltia jaculifera DQ792591 2301 9 92%
Olepa schleini AMO050276 1530 10 Grupo de comparacién

Nota: Las secuencias de Copitarsia decolora fueron las obtenidas en el presente trabajo.
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con los datos que se muestran en el Cuadro 2.1, se puede sefialar la region que se analizo
en este trabajo, COI 1718-2640, es una regién que no se ha estudiado mucho en este género,
sin embargo es posible asociarla con especies relacionadas, mediante herramientas de
reconstruccion de filogenia, basado en caracteres compartidos de secuencias de DNA. Para
ello, se utilizaron las secuencias genéticas del cuadro 2.1, y se elabor6 el arbol filogenético
(Fig.2.7), utilizando estadistica bayesiana por la alta similitud detectada entre las secuencias a

comparar.

Olepa schleini (Hap10)

Diachrysia tutti (Hap 4)

100

Diachrysia chrysitis (Hap 3)

99
Diacrysia chrysitis (Hap 1)

65

Diachrysia chrysitis (Hap 2)

Copitarsia decolora (Hap 6)

Noctua atlantica (Hap 5)

100

Feltia jaculifera (Hap 7)

186 Feltia jaculifera (Hap 8)

Feltia jaculifera (Hap 9)

Fig. 2.7.- Arbol filogenético de Copitarsia decolora con base en estadistica bayesiana. usando el modelo de substitucion
inicial 4x4, general tiempo reversible con 30, 000 generaciones.

La reconstruccion de la filogenia de esta especie con base en la secuencia de nucleotidos
que se obtuvo en esta investigacion y a las secuencias de la familia Noctuidae relacionadas

que se obtuvieron del banco de genes, se agrup0 a estos individuos a nivel de subfamilia, por
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un lado la subfamilia Plusiinae y por otro las subfamilias Noctuinae y Cuculiinae, dentro de
este Ultimo se coloca a C. decolora, ligada genéticamente a Noctua atlantica y Feltia
jaculifera, que corresponde a la ubicacion taxondmica de esta especie con base en caracteres
morfoldgicos, por lo que se puede sefialar que este fragmento permite discriminar hasta nivel
de subfamilia y en la medida en que se tengan secuencias de esta misma regién de otras
especies relacionadas se podrd corroborar su eficiencia en la discriminacion de géneros y

especies.

En el caso de los especimenes de Hyposoter, se amplifico parcialmente al COIl para cuatro
de los cinco ejemplares usados para este fin, la longitud de las secuencias obtenidas fueron
614+2 pb, las secuencias de estos ejemplares no presentaron variacion entre ellas, por lo que
se considero gue no hay variacion en dicha especie en el fragmento analizado. La basqueda de
secuencias similares en el banco de genes del NCBI se realiz6 con la secuencia de mayor
longitud (EU876679), encontrandose secuencias cuyo porcentaje de similitud fue del 86 al 91%
(Cuadro 2.2), estos valores nos indica que al igual que en caso de Copitarsia decolora, no hay

mucha informacion relacionada con esta especie en el banco de genes.

Cuadro 2.2.- Secuencias utilizadas para la obtencion del arbol filogenético de Hyposoter sp.,
obtenidas del banco de genes del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(15/03/08).

Especie No. de acceso Pb Haplotipo  Identidad Maxima
Hyposoter sp. EU876678 612 14 100%
Hyposoter sp. EU876680 615 14 100%
Hyposoter sp. EU876682 615 14 100%
Hyposoter sp. EU876679 616 14 100%
Hyposoter exiguae DQ538855 420 1 91%
Meloboris sp. AJ888024 653 2 86%
Diadegma leontiniae AJ888018 832 3 91%
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Continuacién Cuadro 2.2

Especie No. de acceso Pb Haplotipo Identidad Maxima
Diadegma rapi AJ888019 498 4 87%
Diadegma chrysostictos AJ888022 966 5 91%
Diadegma mollipla AJ888005 588 6 91%
Diadegma armillata AJ888014 630 7 90%
Diadegma mollipla AJ888007 530 8 91%
Diadegma fenestrale AB379579 610 9 90%
Diadegma insulare AJ888015 651 10 89%
Diadegma fenestrale AJ888012 652 11 91%
Diadegma semiclausum AB379582 610 12 91%
Hyposoter fugitivus DQ538858 420 13 89%
Euplectrus platyhypenae EU876676 1187 18 Grupo de comparacion

Nota: Las secuencias de Hyposoter sp. fueron las obtenidas en el presente trabajo.

Para la ubicacion taxondmica de esta especie por medio de relaciones filogenéticas basadas

en la secuencia de DNA de gen COI de la mitocondria, se obtuvieron secuencias del banco de

genes con base en los valores de similitud entre las secuencias y la de Hyposoter sp. Dentro

del grupo de los Campopleginae,

Para la reconstruccion de la filogenia se uso estadistica

bayessiana para la elaboracion del arbol filogenético, se uso como grupo de comparacion a

Euplectrus platyhypenae (Fig. 2.8).
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Euplectrus platyhypenae (Hap18)
Hyposoter sp. (Hap 14)

— 98 —<
Hyposoter exiguae (Hap 1)

— 53 Hyposoter fugitivus (Hap 13)

60 Diadegma leontidae (Hap 3)

Diadegma rapi (Hap 4)

——100 Diadegma insulare (Hap 10)

Diadegma armillata (Hap 7)
Diadegma mollipla (Hap 6)
—————— 100 —<
Diadegma mollipla (Hap 8)
— 62 — Diadegma fenestrale (Hap 9)
100 —<
| Diadegma fenestrale (Hap 11)

85 —

— 81

Diadegma semiclausum (Hap 12)

Diadegma chrysostictos (Hap 5)

Meloboris sp. (Hap 2)

Fig. 2.8.- Arbol filogenético de Hyposoter sp., con base en estadistica bayesiana. usando el modelo de substitucion inicial
4x4, general tiempo reversible con 30, 000 generaciones.

La reconstruccion de la filogenia de Hyposoter sp., agrupa en primer término a las tres
secuencias del género Hyposoter y después al género Diadegma. La relacion del género
Hyposoter tiene diferentes niveles de probabilidad de que sean correctos, con H. exiguae
(Viereck), es de 98%, mientras que el grupo formado por Hyposoter sp. y H. exiguae se
relaciona con Hyposoter fugitivus (Say) con un 53% de probabilidad, este valor nos indica que
el numero de mutaciones entre las tres secuencias es mayor que la que tiene entre las dos
primeras, y por lo tanto la confiabilidad de este grupo se reduce en este clado, EIl andlisis
independiente de las secuencias de estas tres especies sefiala que en las 420pb analizadas 35
son variables entre Hyposoter sp. e H. exiguae, y los cambios que se presentan no representan

cambios en la composicion de amino acidos, pero si en uso preferencial de codones, en tanto
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que entre Hyposoter sp. e H. fugitivus el nimero de cambios es de 43, y si hay cambios en la
composicion de amino acidos, por lo que se puede sefialar que este grupo es muy diverso y
para poder tener una mayor confiabilidad en la taxonomia de la especie se requiere de un
mayor numero de ejemplares de este grupo que presente puntos intermedios entre las

secuencias depositadas en banco de genes.

Se amplificd parcialmente el gen COI mitocondrial de dos ejemplares de E. platyhypenae,
las longitud de las secuencias obtenidas fueron de 1178 y de 1187 pb. La busqueda de
secuencias genéticas similares en la base de datos del NCBI, se realizé con la secuencia
EU876676. Se obtuvo similitud con las secuencias genéticas de organismos pertenecientes a
las familias Eulophidae, Agaonidae, Torymidae, Eurytomidae y Mymaridae; sin embargo por
el bajo porcentaje de similitud entre las secuencias genéticas obtenidas y la de E.
platyhypenae se seleccionaron Unicamente las secuencias pertenecientes los organismos
pertenecientes a la familia Eulophidae, ya que se considero que entre estas secuencias y la de
E. platyhypenae la similitud debe ser mayor, las secuencias consideradas para este objetivo se
muestran en el Cuadro 2.3, se utilizd6 como grupo externo de comparacion la secuencia

obtenida para Hyposoter sp.

Cuadro 2.3.- Secuencias utilizadas para la obtencion del arbol filogenético de Euplectrus
platyhypenae, obtenidas del banco de genes del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (15/03/08).

Especie No. de acceso Pb Haplotipo Identidad Maxima
Euplectrus platyhypenae EU876677 1178 1 100%
Euplectrus platyhypenae EU876676 1187 1 100%
Eulophus sp. DQ149197 740 2 85%
Entedon sp. DQ149194 753 3 86%
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Continuacién Cuadro 2.3

Especie No. de acceso Pb Haplotipo Identidad Maxima
Aulogymnus sp DQ149154 750 4 84%
Diglyphus bimaculatus DQ149161 757 5 85%
Diglyphus isaea DQ149185 761 6 84%
Diglyphus isaea DQ149174 759 7 84%
Diglyphus isaea DQ149172 758 8 84%
Diglyphus isaea DQ149176 761 9 84%
Diglyphus isaea DQ149170 761 10 84%
Diglyphus isaea DQ149187 761 11 84%
Diglyphus isaea DQ149169 761 12 85%
Hyposoter sp. EU876679 616 Grupo de comparacion

Nota: Las secuencias de Euplectrus platyhypenae fueron obtenidas en este trabajo.

A pesar de haber sido seleccionadas Gnicamente las secuencias genéticas pertenecientes a

la Familia Eulophidae, los valores de la similitud entre la secuencia de E. platyhypenae y los

organismos seleccionados son bajos (84-86%), aunado a esto el porcentaje de cubrimiento

entre las secuencias genéticas fue del 61 al 62%, lo que nos indica que no hay mucha

informacion relacionada con el gen COI mitocondrial de esta especie en el banco de genes.

Para realizar la reconstruccion filogenética de esta especie, basada en los caracteres

compartidos de las secuencias de DNA, se utilizaron las secuencias genéticas del cuadro 2.3,y

se elabord el arbol filogenético correspondiente; mediante el método de Maxima Parsimonia

(Fig. 2.9).
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37 — Euplectrus platyhypenae (Hap. 1)
Entedon sp. (Hap. 3)

Hyposaoter sp.

Fig.2.9.- Arbol filogenético de Euplectrus platyhypenae generado mediante el método de Maxima parsimonia, Bootstrap con
100 replicas.

Como se puede observar en el arbol filogenético de E platyhypenae, los valores obtenidos
en cada clado son bajos, para mejorar los valores de confiabilidad obtenidos es necesario la
caracterizacion molecular de mas especimenes del género Euplectrus, o en su defecto
incrementar el nimero de secuencias de los Eulophidos que estan reportados en la base de

datos del NCBI, y que dichas secuencias sean de un tamafio similar.

Se logro la amplificacién parcial del COI mitocondrial de tres especimenes de Netelia sayi,
el tamafio de los fragmentos de DNA obtenidos fueron de 825+2. La busqueda de secuencias
similares en la base de datos del NCBI se realizo utilizando una de las secuencias mas
grandes. Se encontraron Unicamente cuatro secuencias genéticas de organismos pertenecientes

a la familia Ichneumonidae (Cuadro 2.4).
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Cuadro 2.4.- Secuencias utilizadas para la obtencion del &rbol filogenético de Netelia sayi,
obtenidas del banco de genes del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(20/07/09).

Especie No. de acceso Pb Haplotipo Identidad Maxima
Netelia sayi 827 1 100
Netelia sayi 825 1 100
Netelia sayi 827 1 100
Venturia canescens FJ478176 13367 2 86
Enicospilus sp. FJ478177 15300 3 85
Diadegma semiclausum EU871947 18728 4 85
Mesochorus sp. AY579636 808 5 84
Euplectrus platyhypenae EU876676 1187 Grupo de comparacion

Nota: Las secuencias de Netelia sayi fueron obtenidas en el presente trabajo.

Debido los porcentajes de similitud entre las secuencias obtenidas de la base de secuencias
del NCBI, en la elaboracion del arbol filogenético de N. sayi, en lugar de utilizar la estadistica
bayesiana, el arbol filogenético de N. sayi se generd utilizando el método de Maxima

parsimonia, utilizando como grupo de comparacion externo a E. platyhypenae (Fig. 2.10).

50— Enicospilus sp.

40 L Mesochorus sp.

100

Netelia sayi

Venturia canescens

Diadegma semiclausum

Euplectrus platyhypenae

Fig. 2.10.- Arbol filogenético de Netelia sayi generado mediante el método de Maxima parsimonia, Bootstrap con 100
replicas.
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En el porcentaje de cubrimiento de las secuencias de N. sayi, y las obtenidas de la base de
datos del NCBI para el establecimiento de las relaciones filogenéticas con otros organismos
pertenecientes a la Familia Ichneumonidae estuvo entre el 95 y 97; sin embargo los valores de
similitud fueron bajos (84-86%), lo que se refleja en la pobre confiabilidad que se obtuvo para

el clado que relaciona a N. sayi con Mesochorus sp y Enicospilus sp.

En este caso, la manera incrementar la confiabilidad entre los clados se puede dar mediante
el incremento de secuencias genéticas de especies relacionadas a N. sayi, ya que la familia
Ichneumonidae es una de las numerosa, y la obtencion de secuencias del género Netelia es una
de las formas mas directas para poder aumentar los valores de confiabilidad en la

reconstruccion de la filogenia mediante caracteres moleculares.

El uso préactico de la caracterizacién molecular de C. decolora y los parasitoides Hyposoter
sp., E. platyhypenae y N. sayi mediante la amplificacion del COl, es que una vez que estas
secuencias estén disponibles en alguna base de datos de secuencias genéticas -tales como el
NCBI-, podran ser utilizadas para la identificacion de especies mediante la comparacion de
secuencias o perfiles de DNA de una manera rapida y confiable (Miller, 2007) Esta practica
disminuiria la identificacion erronea de especies morfoldgicamente indistinguibles (caso
Copitarsia decolora y C. corruda (Pogue & Simmons, 2008)); y por otro lado, la comparacion
seria mas robusta pues incluiria a todas las especies reportadas en la base de datos, lo cual
representa una ventaja cuando se trata de organismos exdéticos, que pueden afectar la
produccion agricola, cosa que no esta lejos de lo que se vive en la actualidad, pues debido al

comercio globalizado la movilizacion de plagas entre los paises se da de una manera rapida,
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por lo que contar con este tipo de herramientas puede ayudar a una identificacion rapida y
certera para establecer las medidas de control pertinentes para lograr el control y erradicacion

de plagas cuarentenarias.

En México la biologia molecular aplicada a la identificacion de especies insectiles aun no
es utilizada por las dependencias oficiales, el Centro Nacional de Referencia perteneciente a la
Direccion General de Sanidad Vegetal basa la identificacion de los insectos plaga en la
identificacién mediante el uso de claves taxondémicas y comparacion de ejemplares, pero en
cuestiones de patdgenos si se usa la biologia molecular como herramienta comdn en su
identificacion’, lo que permite evitar la introduccién de patégenos que México considera

como cuarentenarios.

2.4 CONCLUSIONES

Se identificé a nivel de género a Hyposoter sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae); a nivel de
especie se identific6 a Euplectrus platyhypenae (Hymenoptera: Eulophidae) y Netelia sayi

(Hymenoptera: Ichneumonidae).

En el presente estudio, se logré amplificar parcialmente el gen Citocromo Oxidasa | (COl),

tanto para C. decolora como para sus parasitoides: Hyposoter sp., E. platyhypenae y N. sayi.

El soporte filogenético de C. decolora, Hyposoter sp., E. platyhypenae y N. sayi, puede

incrementarse de dos maneras: la primera es incrementando el nimero de bases en las

! Comunicacién personal: Villegas, N. Jefe del Area de Analisis de Riesgo. Centro Nacional de Referencia.
Direccion General de Sanidad Vegetal.
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secuencias existentes en el NCBI de las otras especies con las cuales se realizd la

comparacion; y la segunda es incrementando el nimero de organismos relacionados.
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Apéndice A

Caracteristicas morfol6gicas de la familia Ichneumonidae y Eulophidae:

La familia Icneumonidae agrupa a mas de 3 300 especies en Norteamérica, las especies
pertenecientes a esta familia se reconocen facilmente por la venacion, ya que en las alas
anteriores no presentan celda costal, presentan dos venas medio-cubital transversales (venas
recurrentes); las celdas 1M y 1R; (primera celda submarginal y primera discoidal
respectivamente) son confluentes, mostrando la pérdida de las venas Radial + Media (base de
la vena Cu) y la segunda celda submarginal (1Radial) esta situada en el lado opuesto a la vena
2 medio-cubital, a menudo es muy pequefa, pudiendo faltar en alguna especies. Las antenas
son de 16 0 mas segmentos, usualmente presentan una longitud de por lo menos la mitad de

la longitud del cuerpo.

La familia Eulophidae presenta alrededor de 500 especies en Norteamérica, los eulophidos son
himendpteros de tamafio diminuto (1 a 3 mm) La mayoria son de color negro, muchos con
tono metélico. La venacion de las alas es reducida, la mayoria de los eulophidos se reconocen
por presentar la formula tarsal 4-4-4, axilas extendidas més all4 de las tégulas, y por la

presencia de una espuela apical recta y corta en las tibias anteriores.
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Apéndice B

Secuencias genéticas obtenidas:

Copitarsia decolora, (EU821465), 900 bp. DNA lineal.

atatagcatttcctcgaataaataatataagtttttgacttttaccccectcattaactttattaatttcaagaagtattgtagaaaatggageag

gaactggatgaacagtgtaccccccactttcatctaatattgctcatggtggaagatcagttgatcttgctattttttctttacatttagetggta
tttcttctattttaggagcaattaattttattactacaattattaatatacgattaaatagcttatcttttgatcaaatacctttatttatttgagctgtag
gaattacagcatttttattattattatctttacctgtattagctggtgctattactatacttttaacagatcgaaatttaaatacatctttttttgatcct
gctggaggaggagatcctattttatatcaacatttattttgatttttcggacatccagaagtttatattttaattttaccaggatttggtataatttct
catattatttcccaagaaagaggaaaaaaagaaacctttggatgtttagggataatttatgctatattagctattggattattaggatttattgtt
tgagcccatcacatatttacagtaggaatagatattgatactcgagcttatttcacttcagcaactataattattgccgtaccaaccggtatta

aaatttttagatgattagctacttttcacggtacacaaattaattattcccectctattttatgaagattaggatttgtatttttatttacagttggag

ggttaacaggagtaattttatctaattcatcaattgatattactcttcatgatacttattatgtagtagctcattttcattatgttttatctataggage
agtatttgctattttaa

Copitarsia decolora, (EU876681), 654 bp. DNA lineal.

caggggccaggatatagcatttcctcgaataaataatataagtttttgacttttaccccectcattaactttattaatttcaagaagtattgtaga
aaatggagcaggaactggatgaacagtgtaccccccactttcatctaatattgctcatggtggaagatcagttgatcttgctattttttcttta

catttagctggtatttcttctattttaggagcaattaattttattactacaattattaatatacgattaaatagcttatcttttgatcaaatacctttattt
atttgagctgtaggaattacagcatttttattattattatctttacctgtattagctggtgctattactatacttttaacagatcgaaatttaaataca
tctttttttgatcctgctggaggaggagatcctattttatatcaacatttattttgatttttcggacatccagaagtttatattttaattttaccaggat
ttggtataatttctcatattatttcccaagaaagaggaaaaaaagaaacctttggatgtttagggataatttatgctatattagetattggattatt
aggatttattgtttgagcccatcacatatttacagtaggaatagatattgatactcgagcttattt

Copitarsia decolora, (EU876673), 656 bp. DNA lineal.

aaacaggggccaggatatagcatttcctcgaataaataatataagtttttgacttttacccccctcattaactttattaatttcaagaagtattgt
agaaaatggagcaggaactggatgaacagtgtaccccecactttcatctaatattgctcatggtggaagatcagttgatcttgctattttttct
ttacatttagctggtatttcttctattttaggagcaattaattttattactacaattattaatatacgattaaatagcttatcttttgatcaaataccttt
atttatttgagctgtaggaattacagcatttttattattattatctttacctgtattagctggtgctattactatacttttaacagatcgaaatttaaat
acatctttttttgatcctgctggaggaggagatcctattttatatcaacatttattttgatttttcggacatccagaagtttatattttaattttacca
ggatttggtataatttctcatattatttcccaagaaagaggaaaaaaagaaacctttggatgtttagggataatttatgctatattagctattgg
attattaggatttattgtttgagcccatcacatatttacagtaggaatagatattgatactcgagcttatt

Copitarsia decolora, (EU876674), 611 bp. DNA lineal.

atatagcatttcctcgaataaataatataagtttttgacttttaccccectcattaactttattaatttcaagaagtattgtagaaaatggageag

gaactggatgaacagtgtaccccecactttcatctaatattgctcatggtggaagatcagttgatcttgctattttttctttacatttagetggta
tttcttctattttaggagcaattaattttattactacaattattaatatacgattaaatagcttatcttttgatcaaatacctttatttatttgagctgtag
gaattacagcatttttattattattatctttacctgtattagctggtgctattactatacttttaacagatcgaaatttaaatacatctttttttgatcct
gctggaggaggagatcctattttatatcaacatttattttgatttttcggacatccagaagtttatattttaattttaccaggatttggtataatttct
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catattatttcccaagaaagaggaaaaaaagaaacctttggatgtttagggataatttatgctatattagctattggattattaggatttattgtt
tgagcccatcacatatttaca

Copitarsia decolora, (EU876675), 652 bp. DNA lineal.

ggggccaggatatageatttcctcgaataaataatataagtttttgacttttacceccctcattaactttattaatttcaagaagtattgtagaaa
atggagcaggaactggatgaacagtgtaccceccactttcatctaatattgctcatggtggaagatcagttgatcttgctattttttctttacat
ttagctggtatttcttctattttaggagcaattaattttattactacaattattaatatacgattaaatagcttatcttttgatcaaatacctttatttatt
tgagctgtaggaattacagcatttttattattattatctttacctgtattagctggtgctattactatacttttaacagatcgaaatttaaatacatct
ttttttgatcctgctggaggaggagatcctattttatatcaacatttattttgatttttcggacatccagaagtttatattttaattttaccaggatttg
gtataatttctcatattatttcccaagaaagaggaaaaaaagaaacctttggatgtttagggataatttatgctatattagctattggattattag
gatttattgtttgagcccatcacatatttacagtaggaatagatattgatactcgagcttattt

Hyposoter sp. CAT-2008, (EU876678), 612 bp. DNA lineal.

atatagcttttcctcgtataaataatataagattttgattgttaccccectctttattactattaatttttagatcaattacaaatcaaggtgttggaa
ctggatgaactgtttatcctccactatctttaaatattagtcatgagggtatatctgtcgacttagctattttttcactccatcttgcaggtatatct
tcaattataggagctattaattttattacaactatctttattataaaaaattataataaaaatttagaacaattaactttatttacatgatcaattaata
ttacaacaattttactcttattagcagtacctgtactagctggtgctattacaatacttttaacagatcgtaatttaaatacatcattttttgaccea
tctggagggggagaccctattttatatcaacatttattttgattttttggtcatcctgaagtttatattttaattttaccaggatttggaataatttca
catataatttttaatgaaagaagaaaaaaagaaagatttggatcaattggaataatttatgcaataataactattggatttttaggatttattgttt
gagctcatcatatatttacag

Hyposoter sp. CAT-2008, (EU876680), 615 bp. DNA lineal.

atatagcttttcctcgtataaataatataagattttgattgttaccccectctttattactattaatttttagatcaattacaaatcaaggtgttggaa
ctggatgaactgtttatcctccactatctttaaatattagtcatgagggtatatctgtcgacttagctattttttcactccatcttgcaggtatatct
tcaattataggagctattaattttattacaactatctttattataaaaaattataataaaaatttagaacaattaactttatttacatgatcaattaata
ttacaacaattttactcttattagcagtacctgtactagctggtgctattacaatacttttaacagatcgtaatttaaatacatcattttttgaccca
tctggagggggagaccctattttatatcaacatttattttgattttttggtcatcctgaagtttatattttaattttaccaggatttggaataatttca
catataatttttaatgaaagaagaaaaaaagaaagatttggatcaattggaataatttatgcaataataactattggatttttaggatttattgttt
gagctcatcatatatttacagtaa

Hyposoter sp. CAT-2008, (EU876682), 615 bp. DNA lineal.

atatagcttttcctcgtataaataatataagattttgattgttacccecctctttattactattaatttttagatcaattacaaatcaaggtgttggaa
ctggatgaactgtttatcctccactatctttaaatattagtcatgagggtatatctgtcgacttagctattttttcactccatcttgcaggtatatct
tcaattataggagctattaattttattacaactatctttattataaaaaattataataaaaatttagaacaattaactttatttacatgatcaattaata
ttacaacaattttactcttattagcagtacctgtactagctggtgctattacaatacttttaacagatcgtaatttaaatacatcattttttgaccca
tctggagggggagaccctattttatatcaacatttattttgattttttggtcatcctgaagtttatattttaattttaccaggatttggaataatttca
catataatttttaatgaaagaagaaaaaaagaaagatttggatcaattggaataatttatgcaataataactattggatttttaggatttattgttt
gagctcatcatatatttacagtaa
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Hyposoter sp. CAT-2008, (EU876679), 616 bp. DNA lineal.

atatagcttttcctcgtataaataatataagattttgattgttaccccectctttattactattaatttttagatcaattacaaatcaaggtgttggaa
ctggatgaactgtttatcctccactatctttaaatattagtcatgagggtatatctgtcgacttagctattttttcactccatcttgcaggtatatct
tcaattataggagctattaattttattacaactatctttattataaaaaattataataaaaatttagaacaattaactttatttacatgatcaattaata
ttacaacaattttactcttattagcagtacctgtactagctggtgctattacaatacttttaacagatcgtaatttaaatacatcattttttgaccca
tctggagggggagaccctattttatatcaacatttattttgattttttggtcatcctgaagtttatattttaattttaccaggatttggaataatttca
catataatttttaatgaaagaagaaaaaaagaaagatttggatcaattggaataatttatgcaataataactattggatttttaggatttattgttt
gagctcatcatatatttacagtaaa

Euplectrus platyhypenae, (EU876677), 1178 bp. DNA lineal.

aatattattgttatcaagaatatttattgggactggctacagggacaggttgaacagtttatcctcctctctcatcaaatttaggecattcagge
ccatctgttgacttgtcaattttttctttacatattgccggtgcttcttcaattatagggtctattaattttattacaacaattttaaatataaaaattttt
aaaattgagaatgtttctcttttttcttgggcaatattattaacatcaattttattattattatctcttcctgtattagctggggceaattactatattatt
atttgatcgtaatttaaatacttcattttttgatccttctggggggggggatccaattttatatcaacatttattttgattttttgggcacccagagg
tttatattttaattttacctggctttgggttgatttctcatataatttgtaatgaaagaataaaaaaggaggtatttggggtaataggaataatttat
gcaataatttcaattggattattgggttttattgtatgagctcaccatatgtttacagtcgggatagatgttgatacacgggcatattttacttca
gcaacaataattattgctgttcccactggaattaaaatttttagatggttggettcaataaatggggtaaaattaaaattttctgtatctaatttgt
gottattaggatttatttttttatttacggttgggggactaacaggtattattctttctaattcttcaattgatattattttacacgatacttattatgtt
gttgcteattttcattatgtattatctatgggggeagtatttgcaatttttgggagttttatttattgatttectttgatttttggtgtttcattaaataat
aaatgattaaaagttcaattttatataatgtttgttggggtaaatttaactttttttcctcaacattttttaggattaaggggtatacccegtcgatat
tctgactatcctgattcatatttatgttgaaatttagtttcttcaattgggtcaataatttcaataattaggacaatgtattttttctttttaatttgaga
gtccttagtatcacaacggttagtaattttttttaaagggacaaataattcaagggaatgattaatatcatatccaccatcatatcat

Euplectrus platyhypenae, (EU876676), 1187 bp. DNA lineal.

Aatattattgttatcaagaatatttattgggactggctacagggacaggttgaacagtttatcctcctctctcatcaaatttaggccattcagg
cccatctgttgacttgtcaattttttctttacatattgccggtgcttettcaattatagggtctattaattttattacaacaattttaaatataaaaattt
ttaaaattgagaatgtttctcttttttcttgggcaatattattaacatcaattttattattattatctcttcctgtattagctggggceaattactatattat
tatttgatcgtaatttaaatacttcattttttgatccttctggggggggggatccaattttatatcaacatttattttgattttttgggcacccagag
gtttatattttaattttacctggctttgggttgattictcatataatttgtaatgaaagaataaaaaaggaggtatttggggtaataggaataattt
atgcaataatttcaattggattattgggttttattgtatgagctcaccatatgtttacagtcgggatagatgttgatacacgggcatattttacttc
agcaacaataattattgctgttcccactggaattaaaatttttagatggttggettcaataaatggggtaaaattaaaattttctgtatctaatttg
tggttattaggatttatttttttatttacggttgggggactaacaggtattattctttctaattcttcaattgatattattttacacgatacttattatgtt
gttgctcattttcattatgtattatctatgggggcagtatttgcaatttttgggagttttatttattgatttcctttgatttttggtgtttcattaaataat
aaatgattaaaagttcaattttatataatgtttgttggggtaaatttaactttttttcctcaacattttttaggattaaggggtataccccgtegatat
tctgactatcctgattcatatttatgttgaaatttagtttcttcaattgggtcaataatttcaataattaggacaatgtattttttctttttaatttgaga
gtccttagtatcacaacggttagtaattttttttaaagggacaaataattcaatggaatgattaatatcatatccaccatcatatcattcattatat

49



Netelia sayi, 827pb. DNA lineal.

attctattctaccaggatttggaataatttctcatatactctataatgaaagaggaaaaaaagaaacttttggttcaattggaataatttatgcta
tattaactattggatttttaggatttattgtttgagcacatcatatatttactattggtatagatattgatacacgagcatactttacatcagctact

ataattattgctattccaacaggaattaaaatttttagatgattagcaacaatccatggaataaaaattaaatttaatattattaatatttgatcaat
tggatttatttttttatttacaattggaggattaacaggagttatcttagctaattcttcaattgatattattctccatgatacatattatgtagtaget
cactttcattatgttctatctataggagctgtctttactattattagtggatttatcttctgataccctttattttctggtatttctttaaataaaaaatg

attaaaaattcaattttactcaatatttattggtgtaaatttaacctttttcccccaacattttttaggattaagaggaatacctcgacgatactctg
attacccagactcctttataacttgaaatattatttcatcatatggttcaataatttctttatttagaacaatttatctaatttttattttatgagaatca

ataatctgccaacgatacagaatattctctttttttataaattcatcattagaatgacaacaaatatacccccccttaactcatagatttattgaa

attccaaatattttaattaaattctaatatggcagatag

Netelia sayi, 825pb. DNA lineal.

attctattctaccaggatttggaataatttctcatatactctataatgaaagaggaaaaaaagaaacttttggttcaattggaataatttatgcta
tattaactattggatttttaggatttattgtttgagcacatcatatatttactattggtatagatattgatacacgagcatactttacatcagctact

ataattattgctattccaacaggaattaaaatttttagatgattagcaacaatccatggaataaaaattaaatttaatattattaatatttgatcaat
tggatttatttttttatttacaattggaggattaacaggagttatcttagctaattcttcaattgatattattctccatgatacatattatgtagtagct
cactttcattatgttctatctataggagctgtctttactattattagtggatttatcttctgataccctttattttctggtatttctttaaataaaaaatg

attaaaaattcaattttactcaatatttattggtgtaaatttaacctttttcccccaacattttttaggattaagaggaatacctcgacgatactctg
attacccagactcctttataacttgaaatattatttcatcatatggttcaataatttctttatttagaacaatttatctaatttttattttatgagaatca

ataatctgccaacgatacagaatattctctttttttataaattcatcattagaatgacaacaaatatacccceccttaactcatagatttattgaa

attccaaatattttaattaaattctaatatggcagat

Netelia sayi, 827pb. DNA lineal.

attctattctaccaggatttggaataatttctcatatactctataatgaaagaggaaaaaaagaaacttttggttcaattggaataatttatgcta
tattaactattggatttttaggatttattgtttgagcacatcatatatttactattggtatagatattgatacacgagcatactttacatcagctact

ataattattgctattccaacaggaattaaaatttttagatgattagcaacaatccatggaataaaaattaaatttaatattattaatatttgatcaat
tggatttatttttttatttacaattggaggattaacaggagttatcttagctaattcttcaattgatattattctccatgatacatattatgtagtaget
cactttcattatgttctatctataggagctgtctttactattattagtggatttatcttctgataccctttattttctggtatttctitaaataaaaaatg

attaaaaattcaattttactcaatatttattggtgtaaatttaacctttttcccccaacattttttaggattaagaggaatacctcgacgatactctg
attacccagactcctttataacttgaaatattatttcatcatatggttcaataatttctttatttagaacaatttatctaatttttattttatgagaatca

ataatctgccaacgatacagaatattctctttttttataaattcatcattagaatgacaacaaatatacccccccttaactcatagatttattgaa

attccaaatattttaattaaattctaatatggcagatag
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CAPITULO 3: CICLO BIOLOGICO DE TRES HIMENOPTEROS PARASITOIDES

DE Copitarsia decolora EN LA REGION DE TEXCOCO

RESUMEN

Conocer el ciclo biologico de los parasitoides es fundamental para poder establecer un control
exitoso de la plaga sobre la cual se piensa liberar, pues se debe conocer el estado que prefiere
parasitar asi como el tiempo de desarrollo del parasitoide para poder programar el manejo de
la plaga mediante el uso de organismos de control bioldgico. Con este trabajo se pretende
conocer el ciclo de tres parasitoides de C. decolora, asi como los instares larvales a los que
prefiere cada parasitoide. Para ello se establecieron colonias de los tres parasitoides mediante
la colecta de larvas de C. decolora parasitada. Los parasitoides adultos fueron colocados en
jaulas plasticas con capacidad de 10 L, y se alimentaron con una dieta de miel y agua (10: 1).
Larvas del gusano del corazon de la col se expusieron a los parasitoides para determinar el
instar de parasitacion. Hyposter sp. prefirio parasitar a larvas de primer y segundo instar, el
ciclo de este parasitoide duré en promedio 18 dias; Euplectrus platyhypenae prefirio
ovipositar en larvas de tercero, cuarto y quinto instar su ciclo durd en promedio 18.63 dias;
mientras que Netelia sayi parasita a larvas de sexto instar con una duracion promedio de 26.5
dias en su ciclo.

Palabras claves: Ichneumonidae, Eulophidae, Hyposoter, Euplectrus, Netelia.
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CHAPTER 3: BIOLOGICAL CYCLE OF THREE HYMENOPTERA PARASITOIDS

OF Copitarsia decolora IN THE REGION OF TEXCOCO

ABSTRACT

Knowing the life cycle of the parasitoids is crucial to establish a successful control of the pest
that is thought to release, as you must know the state prefers to parasitize and the parasitoid
development time to schedule pest management using biological control organisms. This work
aims to determine the course of three parasitoids of C. decolora, and the larval instars to each
parasitoid preferred. This was established colonies of the three parasitoids by the collection of
larvae of C. decolora parasitized fades from cabbage crops. The adult parasitoids were placed
in plastic cages with a capacity of 10 L, and fed a diet of honey and water (10: 1). The larvae
of heartworm cabbage were exposed to the parasitoids, to determinate the ideal instar for the
different parasitoids. Hyposter sp. preferred to parasitize larvae of first and second instar, the
parasitoid cycle lasted on average 18 days; Euplectrus platyhypenae larvae preferred to
oviposit in third, fourth and fifth instar cycle lasted on average 18.63 days, while Netelia sayi
larvae parasitize sixth instar with an average duration of 26.5 days in your cycle.

Key words: Ichneumonidae, Eulophidae, Hyposoter, Euplectrus, Netelia.
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3.1 INTRODUCCION

La importancia de conocer el ciclo bioldgico de los insectos benéficos que se utilizan para
controlar las poblaciones de los insectos plaga, radica en que los parasitoides presentan
preferencia en algun estado de desarrollo de su huésped. Por ejemplo el género Trichogramma
es especialista en parasitar los huevos de las especies de Lepidoptera, mientras que algunas
especies de parasitoides prefieren atacar a su huésped en estado de larva, y otras en estado de
pupas o adulto. Algunos ejemplos de control bioldgico en los cuales se utiliza la secuencia de
parasitoides es el de la broca de café (Hypothenemus hampei (Ferrari)) la cual se controla en
el sureste mexicano mediante el empleo de Cephalonomia stephanoderis Betrem, parasitoide
de larvas, prepupas y pupas; y el parasitoide Phymastichus coffea LaSalle, el cual parasita
adultos (Barrera & Lépez, 2007). En el cultivo de cafia de azlcar se conocen que la existencia
de parasitoides que controlan a Diatraea saccharalis Fabricius en casi todos sus estados de
desarrollo, algunos ejemplos son avispas del género Trichogramma para el estado de huevo,
del género Alabagrus sp. para el estado de larva, del género Xanthopimpla sp. para pupas de

D. saccharalis (Smith et al., 1993).

En cultivos comerciales de cruciferas se han usado avispas del género Trichogramma, y
Diadegma insulare (Cresson), las cuales parasitan a huevos y larvas, respectivamente, de la
palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella (L) (Garcia et al., 2005, Cortez & Cervantes,

2007).

Para el control exitoso de Copitarsia decolora mediante el uso de organismos que ayuden

al control biologico de esta plaga, es necesario tener el conocimiento del ciclo bioldgico de la
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plaga y de los organismos que se van a usar para poder sincronizar la etapa de mayor
susceptibilidad de la plaga a el organismo benéfico que se va a usar (Van Driesche & Heinz,
2004), ademas de que se deben de considerar las condiciones ambientales para la liberacion de

los mismos (Osborne et al., 2004).

Por todo lo anterior, el objetivo de este trabajo fue estudiar el ciclo biolégico de los tres
parasitoides que afectan la fase larval de C. decolora, con la finalidad de proponer un control

de esta plaga con estos parasitoides.

3.2 MATERIALES Y METODOS

Los himenopteros parasitoides fueron obtenidos mediante crias establecidas en la cAmara
de cria de insectos del laboratorio de Ecologia Quimica de Fitosanidad, del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. El pie de cria de los parasitoides se obtuvo de larvas de
diferentes instares de Copitarsia decolora colectadas en cultivos de col, brocoli y coliflor del
campo experimental del Campus del Colegio de Postgraduados, Montecillo, Estado de

México.
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3.2.1 Cria de Copitarsia decolora

Se realizaron colectas de larvas de Copitarsia decolora de diferentes instares de desarrollo
en cultivos de cruciferas a partir de agosto de 2006 a agosto de 2008. Las colectas fueron
realizadas en lotes experimentales y comerciales ubicados en las cercanias de la Universidad

Auténoma Chapingo y el Colegio de Postgraduados en el Estado de México.

Las larvas colectadas fueron colocadas en recipientes de plastico de 25 mL de manera
individual para evitar el canibalismo, y se les aliment6 con dieta artificial (Cibridn &
Sugimoto, 1992). Cuando las larvas pasaron al estado de pupa, se realiz6 el sexado de las
mismas. Después de la emergencia de los adultos, se colocaron de 3 a 5 hembras e igual
numero de machos en un vaso plastico con capacidad de 540 mL; la boca de los vasos fue
cubierta con papel secante, los adultos se alimentaron con una solucion de agua y miel (10:1)
proporcionada en un algodén. Las parejas se cambiaron a un vaso nuevo cada 24 horas
durante siete dias. Por otra parte, las larvas colectadas en campo, que resultaron parasitadas
se separaron de las larvas sanas, y se alimentaron con la dieta de Cibrian & Sugimoto (1992)

para lograr la obtencién del parasitoide adulto.

3.2.2 Manejo y cria de parasitoides

La cria de Hyposoter sp. se inicié con ocho ejemplares, tres hembras y cinco machos,

mientras que la de E. platyhypenae se realizd con masas de pupas del parasitoides
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provenientes de cinco larvas de C. decolora. Se esperd que los parasitoides emergieran y
entonces se separaron y colocaron, segun el tipo de parasitoide en contenedores hexagonales
de plastico con capacidad de 10 L. Los parasitoides adultos se alimentaron con una solucién
de agua y miel (10:1) en algoddn, y se introdujeron larvas de C. decolora a la jaula hexagonal

para que fueran parasitadas, y asi iniciar la cria y observacion de los parasitoides.

Para determinar la biologia del parasitoide del género Hyposoter, se colocaron larvas de
primer instar sobre hojas de col, dentro de jaulas de 25 x 25 cm, en donde se colocaron los
adultos de Hyposoter; las larvas fueron expuestas por 24 horas a hembras de Hyposoter sp.,
una vez transcurridas las 24 horas, las larvas se colocaron en vasos gque contenian dieta

artificial.

Para el establecimiento de los parasitoides del género E. platyhypenae, se utilizaron jaulas
hexagonales con capacidad de diez litros, y se realizaron pruebas preliminares para determinar
el instar al cual prefieren atacar, para esto se expusieron larvas de diferentes instares en hojas
de col dentro de las jaula que contenian a E. platyhypenae. A las 24 horas se cambiaron las
larvas a recipientes con dieta artificial, y se observé la presencia o ausencia de los huevos del

parasitoide. Las observaciones se realizaron en doce larvas parasitadas de C. decolora.

Para obtener los datos del ciclo biolégico de Netelia sayi se observaron 22 larvas de Gltimo
instar de C. decolora, éstas fueron expuestas a las hembras del parasitoide por espacio de 24
horas, colocandose después a cada una de las larvas expuestas a N. sayi en vasos plasticos con

dieta artificial para el gusano del corazon de la col para que continuara con su ciclo.

En todos los casos se tomaron datos del ciclo biologico de los parasitoides, realizando

observaciones diarias de cada parasitoide.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Observaciones del ciclo biol6gico de Hyposoter sp.

Hyposoter sp. es un endoparasitoide solitario de la familia Ichneumonidae; las hembras
tienen la preferencia de parasitar larvas de primer y segundo instar, lo que coincide con lo
observado por Campbell & Duffey (1979) en H. exiguae. La larva de Hyposoter sp. emerge
del huevo a las 24 horas de haber sido ovipositado dentro del hospedero, la larva pasa por
cuatro instares larvales (Abrego, 1994). Las larvas parasitadas de C. decolora siguieron un
desarrollo normal, y su comportamiento no mostré cambios, en comparacion con las larvas no
parasitadas; sin embargo, cuando el hospedero parasitado alcanzé el tercer instar larval, a los
nueve dias después de la exposicion al parasitoide se observéd un retraso en su desarrollo y
pérdida de movilidad. Thompson (1982), menciona sintomas similares en larvas de
Trichoplusia ni (Hibner) parasitadas por H. exiguae. Se observo que la larva parasitada
presenta una coloracion palida en el ultimo tercio del cuerpo, en esta region es donde
justamente se encuentra la larva del parasitoide. Esta Gltima sale del hospedero rasgando la
parte ventral del ultimo tercio del cuerpo. La larva se liberd totalmente de la cuticula de C.
decolora en un lapso de 21 min, durante este proceso la larva de Hyposoter sp. empieza a tejer
el cocon en el cual se protege la pupa, la cual es del tipo exarata. El cocon de seda blanca,
tiene como medidas promedio 5.71+0.27 mm de largo por 2.25£0.18 mm de ancho, estas
medidas son similares al cocon tejido por Hyposoter interjectus (Wilson, 1933). El cocén de

Hyposoter sp., es terminado en tres horas, este lapso de tiempo es similar al reportado por
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Puttler (1961) para H. exiguae, en este tiempo la larva realiza 13 movimientos para elaborar el
cocon. Transcurridas 3h después de iniciar a tejer el cocon, le aparecen manchas obscuras en
cada extremo. El estado de pupa dura entre 7 y 9 dias. El ciclo bioldgico de Hyposoter sp.,
durd en promedio 18+1 dias. Al emerger los adultos, inmediatamente realizan la cépula, el
tiempo que dura esta actividad es de 15 min; las hembras de Hyposoter sp., tienen la
capacidad de parasitar a las larvas sin necesidad de haberse apareado, esto también ha sido
reportado para las especies H. exiguae y Hyposoter dydimator (Thunber) (Puttler, 1961;

Kumar et al., 1988).

Osorio et al. (1992) menciona el parasitismo por Hyposoter sp. hasta antes de que las
plantas de col comiencen a formar la “cabeza” puede alcanzar hasta un 53%, pues cuando la

planta estad mas desarrollada el porcentaje de parasitismo baja a un 4%.
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Fig. 3.1.- Ciclo Bioldgico de Hyposoter sp.1) Hembra de Hyposoter sp., detectando a larva de primer instar de C. decolora.
2) Hembra de Hyposter sp. parasitando a la larva de C. decolora. 3) Larva de Hyposoter sp. liberandose de la exuvia de la
larva de C. decolora. 4) Pupa de Hyposoter sp. 5) Adulto de Hyposoter sp. emergiendo del cocon. 6) Pareja de Hyposoter sp.
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3.3.2 Observaciones del ciclo biologico de Euplectrus platyhypenae

Euplectrus plathypenae es un ectoparasitoide gregario perteneciente a la familia
Eulophidae; en el presente trabajo, se observé que las hembras de E. platyhypenae prefieren
parasitar a larvas de tercero, quinto y sexto instar, similar a lo reportado por Yamamoto &
Foerster (2003) para Euplectrus ronnai (Brethes). Se observd que las hembras de E.
platyhypenae ovipositan grupos de huevos que son colocados en el dorso de su hospedero,
como lo describen Wilson (1933); el huevo tarda en eclosionar de 2 a 4 dias, similar a lo

obtenido por Murua & Virla (2004).

Las larvas de C. decolora parasitadas por E. platyhypenae no mostraron cambio en el
comportamiento alimenticio, sin embargo, las larvas parasitadas ya no realizaron la muda al
siguiente instar larval. El estado larval de E. platyhypenae, dur6 de 8 a 12 dias el cual lo pasa

sobre el dorso del hospedero tal como lo sefiala Puttler et al. (1980).

Cuando las larvas de E. platyhypenae, se encontraron listas para pupar, realizaron un
recorrido de la parte dorsal hacia la parte ventral de la larva de C. decolora, la cual para este
momento presenta poca movilidad; las larvas del parasitoide una vez colocadas en la parte
ventral de la larva, comienzan a producir una seda por los tubos de Malpighi (Noble, 1938,
citado por DeBach, 1975) parecido a una telarafia cuya funcion es la de dar proteccion a las
pupas. Las pupas son del tipo obtecta, de color negro, el estado de pupa de E. platyhypenae
durd 10.37+1.40 dias, este valor es similar a lo reportado por Murua & Virla (2004), quienes
sefialan que este estado dura 8.77 + 2.84 dias. El cuerpo del hospedero, presentan una
coloracion negra, y la forma cilindrica caracteristica de las larvas se pierde, para tener una

forma aplanada, la cual sirve para proteger a las pupas de E. platyhypenae. De una larva de C.
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decolora se obtuvieron de dos a 30 adultos de E. platyhypenae. El ciclo de vida E.

platyhypenae, fue de 18.63 + 2.87 dias (Fig. 3.2).

Fig. 3.2.- Ciclo biolégico de Euplectrus platyhypenae. 1) Hembra de E. platyhypenae parasitando a larva de quinto instar de
C. decolora. 2) Larvas de ultimo instar de E. platyhypenae. 3) Pupas de E. platyhypenae. 4) Adultos de E. platyhypenae
emergiendo de los cocones. 5) Pareja de E. platyhypenae. 6) Hembra de E. platyhypenae lista para buscar hospedero.
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3.3.3. Observaciones del ciclo bioldgico de Netelia sayi

Netelia sayi., es un ectoparasitoide solitario perteneciente a la familia Ichneumonidae; las
hembras de este parasitoide prefieren ovipositar en las larvas de sexto instar, proximos a
pupar, debido a que las larvas de este parasitoide se desarrollan y alimentan cuando las larvas
de C. decolora forman la cdmara pupal en el sustrato que se encuentren (Fig. 3.3-3), este
comportamiento es reportado por Johns & Whitehouse (2004) para N. producta parasitando a

larvas de Helicoverpa spp.

Cuando la hembra de Netelia sayi encuentra a la larva, la cual manipula con sus patas
traseras hasta colocar el cuerpo del hospedero bajo el suyo en la posicion iddnea para ser
parasitada y evitando asi que la larva de C. decolora ataque a la hembra de N. sayi mientras
esta realiza la oviposicion. La avispa coloca el ovipositor sobre la cabeza de la larva, y realiza
un piquete a la larva con el mismo (Fig. 3.3-1), la larva queda inmovil por espacio de diez
minutos, tiempo que la hembra aprovecha para ovipositar un huevo, ademéas la hembra
aprovecha para alimentarse con la hemolinfa de la larva por medio de una herida que le
provoca con sus mandibulas, este comportamiento es similar al observado en N. producta por
Johns & Whitehouse (2004); transcurrido un lapso de tiempo la larva de C. decolora recupera

la movilidad y continua alimentandose (Fig. 3.3-2).

La eclosion del huevo de N. sayi ocurre después de dos a cuatro dias después de haber sido
depositado en la larva huésped. La duracién del estado de larva fluctud de cinco a diez dias,
mientras que el estado de pupa tuvo una duracion de 18+2 dias. El ciclo bioldgico de N. sayi
dur6 en promedio 28+2 dias. Este es el primer reporte de este género como parasitoide de C.

decolora.
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Fig. 3.3.- Ciclo biolégico de Netelia sayi. 1) Hembra de N. sayi parasitando a larva de C. decolora del sexto instar. 2) Larva
de C. decolora parasitada por N. sayi. 3) Larva de N. sayi alimentandose de la larva de C. decolora. 4) Cocén de N. sayi. 5)
Adulto de N. sayi emergiendo del cocon. 6) Pareja de N. sayi copulando.

Estos tres parasitoides se agregan a una lista de parasitoides que pueden ser usados en el
control de C. decolora; por ejemplo, en Perl se reportan a especies de parasitoides
pertenecientes a las familias Encyrtidae, Braconidae, Icneumonidae, Sphecidae,
Trichogrammatidae y Tachinidae, siendo uno de los parasitoides que presentan mayor control
Meteorus chilensis Porter (Hymenptera: Braconidae), con cerca del 57 % de efectividad

(Rasmussen et al., 2003).
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3.4 CONCLUSIONES

El ciclo bioldgico de Hyposoter sp. dur6é en promedio 18 dias, y que las hembras de este

parasitoide prefieren parasitar a larvas de C. decolora de primero y segundo instar.

El ciclo biol6gico de Euplectrus platyhypenae dur6é en promedio 18.63 dias, las hembras

prefieren ovipositar en larvas de C. decolora de tercero a quinto instar.

El ciclo bioldgico de Netelia sayi dur6 en promedio en promedio 26.5 dias, las hembras de
este parasitoide prefieren atacar y parasitar a larvas de C. decolora de sexto instar y en menor

proporcion a larvas de quinto instar.
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CONCLUSIONES GENERALES

Independientemente de la fecha de cultivo las plantas de col presentaron el mayor nimero
de plantas con larvas de Copitarsia decolora, mientras que coliflor (B. oleracea var botrytis)
tuvo una preferencia media, y la brécoli (B. oleracea var. italica) presentd el menor nimero de

plantas atacadas.

Se consider6 que la preferencia de C. decolora estuvo en funcién del numero y
concentracion de glucosinolatos. De acuerdo con reportes previos, la col presenta el menor
nimero y concentracién de glucosinolatos, lo que coincide en este estudio como el cultivo que

tuvo mayor nimero de plantas afectadas por esta plaga.

La época de siembra del cultivo afectd la poblacion del gusano del corazon de la col,
debido a que conoce que en invierno la concentracion de los glucosinolatos es menor, lo que

permite una mayor colonizacién de esta plaga.

En condiciones de campo las hembras de C. decolora tuvieron una marcada preferencia por
ovipositar en las pantallas de color negro. El empleo de pantallas de color negro en los
cultivos con cruciferas puede servir como complemento para el monitoreo de la presencia de

esta plaga, en un esquema de manejo integrado del gusano del corazon de la col.

La informacién obtenida relacionada a la preferencia de variedades y color puede ser
utilizada en plantaciones comerciales, una colocando a la col como cultivo trampa en cultivos
de brocoli y coliflor que tengan como mercado final el de los EE. UU., y ademas el uso de

pantallas de color negro se puede incorporar para monitorear la presencia de la plaga.
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La identificacién de organismos por taxdnomos fue necesaria para determinar a los géneros
y especies de parasitoides que regulan de manera natural a las poblaciones de C. decolora. Se
identifico a nivel de género a Hyposoter sp. (Hymenoptera: Ichneumonidae); a nivel de
especie se identifico a Euplectrus platyhypenae (Hymenoptera: Eulophidae) y Netelia sayi

(Hymenoptera: Ichneumonidae).

En el presente estudio, se logré amplificar parcialmente el gen Citocromo Oxidasa | (COl),

tanto para C. decolora como para sus parasitoides: Hyposoter sp., E. platyhypenae y N. sayi.

La identificacion mediante la secuencia genetica es una herramienta de apoyo para
identificar de los organismos, pero para que esta forma de identificacion funcione de manera
eficiente se requiere que un ejemplar sea identificado por los taxdnomos y que se obtenga una
secuencia genética, la cual pueda ser utilizada posteriormente para realizar una comparacion
de secuencias genéticas y establecer las relaciones filogenéticas correctas de los especimenes.
El soporte filogenético de C. decolora, Hyposoter sp., E. platyhypenae y N. sayi, puede
incrementarse de dos maneras: la primera es incrementando el nimero de bases en las
secuencias existentes en el NCBI de las otras especies con las cuales se realizd la

comparacion; y la segunda es incrementando el nimero de organismos relacionados.

Conocer el ciclo bioldgico de los agentes de control biolégico de las poblaciones de
Copitarsia decolora: Hyposoter sp., E. platyhypenae y N. sayi, servira como base para planear
de manera eficiente un manejo de esta plaga en su estado larval de desarrollo, mediante el
empleo de estos tres parasitoides, ya que Hyposoter sp. afecta los dos primeros instares
larvales, E .platyhypenae ataca del tercer al quinto instar y N. sayi prefiere parasitar en larvas

del sexto instar.
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