COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS
CAMPUS MONTECILLO
POSTGRADO DE FITOSANIDAD

ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

IDENTIFICACION Y BIOECOLOGIA

DEL GUSANO BARRENADOR DE LA

COL (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)
ASOCIADO CON CRUCIFERAS

ROSA MARIA DE GUADALUPE QUEZADA DANIEL

T ES IS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTORA EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, ESTADO DE MEXICO, MEXICO

2022




COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

®

La presente tesis titulada: IDENTIFICACION Y BIOECOLOGIA DEL GUSANO
BARRENADOR DE LA COL (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) ASOCIADO CON
CRUCIFERAS, realizada por la estudiante: ROSA MARIA DE GUADALUPE QUEZADA
DANIEL, bajo la direccién del Consejo Particular indicado, ha sido aprobada por el mismo y
aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS
FITOSANIDAD
ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

CONSEJERO X e

ASESOR ‘
Dr((‘lu iente de |L\7lrls_§ulltm Avila
’1:‘3 4 S .
ASESOR o S \'
-— Dr. A 1&};{1:3%:%5 Tejeda
ASESOR T )

/Dl > u/ EuisAntonio Turcios Palomo

ASESOR Qj é‘ R/ ‘“’T'\/L

(/ Dr. José Luis Carrillo Sanchez

Montecillo, Texcoco, Estado de México, México, junio de 2022



IDENTIFICACION Y BIOECOLOGIA DEL GUSANO BARRENADOR DE LA COL

(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) ASOCIADO CON CRUCIFERAS

Rosa Maria de Guadalupe Quezada Daniel, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

RESUMEN

México se encuentra ubicado como el principal pais exportador de cruciferas y cuarto productor
mundial con una superficie sembrada de 44, 921.83 ha, donde los estados de Guanajuato y Puebla
son los principales estados productores en el pais (SIAP, 2020). En afios recientes, la incidencia
del gusano barrenador de la col (Lepidoptera: Pyralidae) en zonas productoras de brocoli, coliflor
y col, se detectd como un problema fitosanitario, esto genero un interés para su identificacion y
estudio. Para la identificacion, se colecté material vegetal dafiado por el barrenador de la col en el
periodo de agosto del afio 2018 a enero del 2021, en localidades del estado de Puebla y Guanajuato.
El material se llevo al laboratorio de Entomologia Agricola del Colegio de Postgraduados Campus
Montecillo con el objetivo de establecer una cria en condiciones controladas y obtener material
para su estudio. La identificacion morfoldgica del material colectado, se realizo con la extraccion
de la genitalia del macho adulto, y se corrobord con técnicas moleculares. Como resultado se
obtuvo la especie de Hellula phidilealis (Waker, 1859), y se caracterizd6 en campo los dafios

ocasionados a los cultivos por su alimentacion.

Palabras clave: Hellula, dafo, genitalia y cria.



IDENTIFICATION AND BIOECOLOGY OF THE CABBAGE SCREWWORM

(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) ASSOCIATED WITH CRUCIFERA

Rosa Maria de Guadalupe Quezada Daniel, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2022

ABSTRACT

Mexico is located as the main exporter of cruciferous and fourth world producer with a planted
area of 44, 921.83 ha, where the states of Guanajuato and Puebla are the main producing states in
the country. In recent years, the incidence of the cabbage screwworm (Lepidoptera: Pyralidae) in
broccoli, cabbage and cauliflower producing areas was detected as a phytosanitary problem, this
generated interest for its identification and study. For identification, plant material damaged by the
cabbage borer was collected from August 2018 to January 2021, in locations in the state of Puebla
and Guanajuato. The material was taken to the Agricultural Entomology Laboratory of the Campus
Montecillo Postgraduate College with the aim of establishing a breeding in controlled conditions
and obtaining material for its study. The morphological identification of the collected material was
carried out with the extraction of the genitalia of the adult male, and was corroborated with
molecular techniques. As a result, the species of Hellula phidilealis (Waker, 1859) was obtained,

and the damage caused to crops by its feeding was characterized in the field.

Keywords: Hellula, damage, genitalia and offspring.
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INTRODUCCION GENERAL

En México, la diversidad de cultivos es amplia, algunos de suma importancia econémica, como
son las brasicaceas, también conocidas como cruciferas. De acuerdo con el SIAP en el 2020, se
sembraron alrededor de 44, 921.83 hectareas de cruciferas en el pais. Donde brocoli, coliflor y col,
son los cultivos mas importantes de esta familia botanica en México, destinados al consumo
interno y de exportacién como producto congelado a EUA. En este contexto, México figura como
el cuarto productor de cruciferas a nivel mundial, y primer lugar como exportador (FAO-
FAOSTAT, 2020). La produccion nacional de estos cultivos, representa un importante ingreso y
aporte al valor de la economia debido a la venta al mercado externo; su consumo asciende por el
destino que se le da, y cada afio se registra un crecimiento en las exportaciones; dentro de las
entidades que aportan la mayor produccidn esta Guanajuato, Puebla, Sonora, Jalisco, Michoacan,
Tlaxcala, Aguascalientes, Querétaro, Zacatecas y Baja California, donde alrededor del 60.6% de

la produccion nacional es destinada a la exportacion (SIAP, 2020).

No obstante, al igual que en otros cultivos, la presencia de plagas limita la produccién y
comercializacion de brécoli, coliflor y col. Algunas plagas de importancia econémica en la
produccién de cruciferas son; palomilla dorso de diamante (Plutella xyllostela L), gusano falso
medido (Trichoplusia ni Hibner), gusano de la col (Copitarsia decolora Guenée) y el pulgdn de
la col (Brevicoryne brassicae L), plagas que representan un problema de inocuidad en la
comercializacion de los productos obtenidos, ocasionado por sus diferentes estados de desarrollo

(Santoyo y Martinez, 2011; Bujanos et al., 2013; Bujanos et al., 2013 b).



En el mismo sentido, los piralidos son la tercera superfamilia més grande de lepiddptera. Los
adultos tienen un tamafio medio, con las alas de colores pardo-amarillentos. Las larvas tienen una
alimentacion variada. Hay plagas de almacén y otras que se desarrollan en los cultivos, barrenando
tallos de plantas herbéceas o frutos. Las larvas suelen recubrirse de seda, en refugios que ellas

mismas se construyen donde se alimentan (Solis y Shaffer, 1999).

El gusano barrenador de la col (Lepidoptera; Pyralidae), es una plaga reportada como destructiva
en la produccién de cruciferas en paises como Estados Unidos (Allyson, 1981), que causa perdida
econOmica al alimentase de hojas jovenes, del tallo y principalmente del punto de crecimiento del
cultivo, causando asi un dafio importante. (Sivapragasam y Chua, 1997b; Mewis et al., 2002). En
India, se reportan pérdidas del 30% en el rendimiento debido a la presencia H. undalis (Srihari y
Satyanarayana, 1992). En filipinas se reporta pérdidas de hasta el 100% durante las tres primeras
semanas de la larva en cultivos de cruciferas en estacion seca (Mewis et al., 2002). Desde su
identificacion en filipinas, se ha presentado en aumento y actualmente se considera como uno de
las plagas de importancia en cruciferas junto con Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae)

y Spodoptera litura (F.) (Lepidoptera: Noctuidae) (Kalbfleisch, S., 2005).

En los Gltimos afios, se ha reportado en zonas productoras de cruciferas la presencia del gusano
barrenador de la col (Hellula spp) y la informacion que existe de esta plaga en el pais es escasa, y
poco fiable. De aqui la importancia de generar informacion que sirva como cimiento para el
desarrollo de estrategias de manejo de esta plaga en los cultivos de importancia econémica como

lo es brdcoli, coliflor y col



CAPITULO 1. IDENTIFICACION DEL BARRENADOR DE LA COL (LEPIDOPTERA:

PYRALIDAE) Y CARACTERIZACION DE DANOS A CRUCIFERAS
1.1 RESUMEN

En Mexico, los insectos que se alimentan de cruciferas son de importancia econdémica por la
repercusion que generan en su produccion, afectando de esta manera la agroindustria nacional e
internacional. El género Hellula, es considerado como una plaga de cruciferas en otras regiones
del mundo; en México a la fecha no existen estudios precisos sobre su identificacion, distribucion
y rango de hospedantes en las regiones productoras de estas hortalizas. En un programa de manejo
integrado de plagas, resulta fundamental conocer esta informacién con la finalidad de disefar e
implementar las medidas fitosanitarias precisas para su manejo. La colecta de cruciferas infestadas
por Hellula spp, se realizo en localidades de los estados de Guanajuato y Puebla, en el periodo de
agosto de 2018 a enero de 2021 en cultivos comerciales de Brassica oleracea L. var. itélica y
botrytis; ademas, cruciferas silvestres como, Sisymbrium irio L., Capsella bursa-pastoris L.,

Lepidium virginicum L., B. nigra y Sinapis arvensis.

La especie identificada fue Hellula phidilealis Guénee (Lepidoptera:Pyralidae: Glaphyriinae). Su
asociacion con cultivos comerciales y hospedantes silvestres proporciona informacion basica y de

importancia para su manejo fitosanitario en la produccion de cruciferas.

Palabras clave: cruciferas silvestres, identificacion molecular, genitalia, dafio.



1.2 ABSTRACT

In Mexico, the insects that feed on cruciferous plants are of economic importance due to the impact
they generate on their production, thus evolving the national and international agribusiness. The
Hellula genus is considered a plague of cruciferous plants in other regions of the world; In Mexico
to date there are no precise studies on their identification, distribution and range of hosts in the
producing regions of these vegetables. In an integrated pest management program, it is essential
to know this information in order to design and implement the precise phytosanitary measures for
its management. The collection of cruciferous plants infested by Hellula spp., was carried out in
localities of the states of Guanajuato and Puebla, in the period from August 2018 to January 2021
in commercial crops of Brassica oleracea L. var. italica and botrytis; In addition, it was collected
in wild cruciferous plants such as Sisymbrium irio L., Capsella bursa-pastoris L., Lepidium

virginicum L., B. nigra and Sinapis arvensis.

The species identified in this study corresponds to Hellula phidilealis (Walter) (Lepidoptera:
Pyralidae (Crambidae): Glaphyriinae). This insect emerged from all sampled hosts. Its association
with commercial crops and wild hosts provides basic and important information for its

phytosanitary management in cruciferous production.

Keywords: wild crucifers, molecular identification, genitalia, damage.



1.3 INTRODUCCION

La superfamilia Pyraloidea es la tercera mas grande del orden Lepidoptera y diversa
ecolégicamente; comprende a las familias Crambidae y Pyralidae, con aproximadamente 16,000
especies descritas en el mundo; una cantidad similar que ain no ha sido nombrada, habita
especialmente en los trépicos (Munroe y Solis, 1999; Asselbergs 2009; Regier et al., 2012).
Mientras que, en la familia Crambidae existen 9 655 especies descritas (van Nieuverken et al.,
2011) derivada de esta la subfamilia Glaphyriinae incluye larvas de habitos variados como las que
doblan las hojas en Brassicaceae y Capparidaceae, barrenadoras en cabezuelas de Typha spp.,
formadoras de estuches aplanados en liquenes, parasitos de larvas de Psychidae y habitantes en
nidos de Vespidae (Solis y Adamski, 1998). Adicionalmente, se han registrado cerca de 200
especies que se distribuyen principalmente en el Nuevo Mundo; sin embargo, pocas especies del
género Hellula Guenee que se encuentran en el Viejo Mundo son consideradas plaga de cruciferas

(Munroe, 1972, 1995; Munroe y Solis, 1998; Solis y Adamski, 1998).

Desde el punto de vista econdmico, las especies de Hellula spp., son plagas importantes en cultivos
de cruciferas principalmente en paises de clima tropical y en menor medida en aquellos con clima
templado, mientras que, en otros, estan consideradas como plagas potenciales (Sivapragasam y
Chua, 1997). Por ejemplo, Hellula undalis (Fabricius), es una plaga importante en cruciferas en
los tropicos y subtrdpicos, se ha reportado atacando col, coliflor, nabo, rabano y mostaza (Dhawan
y Matharu, 2011). No obstante, Hellula phidilealis (Walker) es una plaga secundaria en Jamaica,
Barbados y algunas Islas del Caribe, por el contrario en Trinidad es la plaga mas importante que
se presenta cada temporada en la produccién de col y coliflor (Alam, 1982). En cambio, en
Barbados H. phidilealis, es una amenaza constante por el dafio directo que causa al brote apical de

las plantulas de col al inducir crecimientos laterales y multiples falsas cabezas no aptas para el



comercio. Este dafo es similar al producido por H. undalis, una larva que infesta el brote de la
planta antes de la etapa de formacion de la cabeza, suficiente para provocar la muerte de esta

(Cadogan, 1983; Sivapragasam y Chua, 1997).

Resulta prioritario tener en cuenta las consecuencias econdmicas y sociales que puede provocar la
presencia o establecimiento de una plaga como las antes referidas; tal es el caso del Africa
Subsahariana, en donde los agricultores de escasos recursos ven en B. oleracea var. capitata un
cultivo valioso como fuente de sustento por su creciente popularidad para consumo local y para la
industria alimenticia debido al contenido de vitaminas y minerales de la planta (Abbey y Manso,
2004; Fening et al., 2020). A causa de la alta susceptibilidad del cultivo al ataque de plagas como
Plutella xyllostela y H. undalis se registran pérdidas del 100 y 41 %, respectivamente
(Sivapragasma, 1994; Fening et al., 2013;) y limitan la produccion (Sivapragasm et al., 2001;

Fening et al., 2017; Zalucky et al., 2012;).

Por otra parte, en México los cultivo de cruciferas son de alto valor comercial donde destaca
brécoli y coliflor, que se cultiva principalmente en Guanajuato (24 885.61 ha), Puebla (2 772.22
ha) y Michoacan (2 224.70 ha); convirtiendo al pais en el cuarto productor mundial (SIAP, 2020).
En 2018, se observaron dafios ocasionados por larvas de un lepidoptero en tallos e inflorescencias
de coliflor (B. oleracea var. botrytis) en varios predios de Atlixco, Puebla; este insecto que fue
identificado de manera preliminar como Hellula sp., también fue observado en brocoli en el estado
de Guanajuato en temporadas anteriores; sin embargo, no se tiene mas informacion al respecto.
Por lo antes expuesto y dado que en México aln no existen estudios que respalden la presencia e
identidad de Hellula sp., asociada con cultivos comerciales de cruciferas, se plantearon como
objetivos realizar la identificacion del gusano barrenado de la col en cultivos de B. oleracea,

determinar su rango de hospedantes y caracterizar el dafio causado. La informacion generada sera



de utilidad para implementar acciones de manejo y establecer estrategias de manejo para evitar

gue se convierta en un problema fitosanitario.



1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1. Colecta de material.

Se colectd material infestado por Hellula sp., en los ejidos La Uvera, Atlixco, Puebla (N 18°
52°16.432”, O 98° 2529.33”), y La Higuera, Apaseo el Grande, Guanajuato (N 20°33'00.0", O
100°42'09.9"), en cultivos comerciales de coliflor (B. oleracea var. botrytis) y brocoli (B. oleracea
var. italica) en un periodo de veintinueve meses desde agosto de 2018 a enero de 2021. En este
periodo, también se colectaron cruciferas silvestres como Lepidium virginicum, Brassica nigra,
Sinapis arvensis, Sisymbrium irio y Capsella bursa-pastoris, localizadas alrededor de los predios
de las especies cultivadas. Las plantas con excretas por alimentacién de las larvas, hojas dobladas
unidas por seda y brotes con dafios visibles, fueron colectadas en su totalidad, asi como la parte
dafara, dependiendo del tamafio del material vegetal. Este fue puesto de manera individual y
separada por especie en bolsas de polietileno, identificadas con los datos de colecta, para después
ser trasladado al Laboratorio de Entomologia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,

Texcoco, Estado de México, y ser procesado para su identificacion y estudio.

Las larvas vivas se separaron del material vegetal, se colocaron individualmente en cajas Petri de
10 cm de didmetro con una abertura cubierta por malla de acero (80 hilos) para permitir la
aireacion. A cada caja se le afiadié un disco de hoja de col de 5 cm de diametro como alimento
para la larva, esto hasta la pupa. Una vez obtenidas las pupas, fueron sexadas de acuerdo con lo
sefialado por Kalbfleisch (2005), y separadas individualmente hasta la obtencion de adultos;
individuos fueron expuestos a la camara letal con acetato de etilo, para ser preservados en alcohol
al 70 % como parte del proceso para su identificacion. El resto de los ejemplares se mantuvieron
en una camara de cria a una temperatura de 26 + 2°C, humedad relativa de 60 = 20% y un

fotoperiodo de 12:12 (luz: oscuridad).



1.4.2. Ildentificacion de especie.

La identificacion morfoldgica se realizé con larvas desarrolladas y adultos, en el laboratorio de
Entomologia del Colegio de Postgraduados Campus Montecillo. En el caso de las larvas, estas
fueron observadas bajo el microscopio para revisar la quetotaxia cefalica tomando como referencia
la clave de Allyson (1981). En adulto, se extrajo la genitalia del macho, su abdomen fue separado
y macerado en KOH al 10% a 80°C por 20 min, se lavo con agua destilada y alcohol hasta extraer
las principales estructuras esclerotizadas de la genitalia, implementando la metodologia de
Meijerman et al., (1996). Se tomaron las imagenes con un Photomicroscope 111 Carl Zeiss® (Carl
Zeiss, Alemania). La identificacion se realizo utilizando las claves de Landry y Roque-Albelo
(2008) y posteriormente fue corroborado por la Dra. Alma Solis del United States Department of
Agriculture (USDA, por sus siglas en ingles). Ejemplares fueron depositados en la Coleccién

Entomoldgica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
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Entomologica del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.



1.4.3. Determinacion molecular.

El andlisis filogenético se realiz6 con adultos colectados en las localidades de La Uvera, Atlixco,
Puebla y Apaseo el grande, Guanajuato. A los cuales se les aplico la técnica de extraccion de ADN
y amplificacion por PCR. La extraccion de ADN se llevo a cabo utilizando el método CTAB al
2% (Doyle, 1997) y tampdn de acetato de sodio. EI gen parcila de la citocromo oxidasa | (COl),

se amplifico mediante PCR convencional usando LCO y HCO (Folmer et al.,1994).

Las condiciones térmicas se dieron con un termociclador C1000 Touch (Bio-Rad, Foster City,
California, EE. UU.), con una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 1 min previo a los
siguientes pasos: 5 ciclos de 94 °C por 30 s, 45 °C durante 1,5 min, 72 °C durante 1 min; 35 ciclos
de 94 °C por 30 s, 57 °C durante 1,5 min y 72 °C durante 1 min; y una extension final de 72 °C

por 5 min.

La electroforesis se realizd en un gel de agarosa al 1 % (SeaKem, Lonza, Greenwood, Carolina del
Sur, EE. UU.), y los ampliaciones se visualizaron a través de documentacion fotografica mediante
el uso de un sistema Infinity 3026/WL/LC/26 MX X-Press (Vilber Lourmat, Deutschland GmbH,

Eberhardzell, Alemania).

Para la secuenciacién del ADN vy el andlisis filogenético, las ampliaciones se limpiaron con
ExoSAP (Affymetrix, Santa Clara, California, EE. UU.), y se secuenciaron en un analizador
genético de 4 capilares 3130 DNA (Applied Biosystems, Foster, California, EE. UU.). Las
secuencias fueron ensambladas usando el software BioEdit v.7.0.5 (Hall, 1999) y comparado con
los depositados en la base de datos GenBank con la opcion BLASTN (Altschul et al., 1997) en la
plataforma del Centro Nacional de Informacidn Biotecnoldgica. El analisis filogenético se realizd

mediante inferencia bayesiana con Mr Bayes 3.2 (Ronquist et al., 2012) y se transform6 un mega
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archivo en el archivo nexus usando el software MEGA (Kumar et al., 2016). El arbol resultante se

dibujo con FigTree v1.4.4

1.4.4. Caracterizacion de dafos.

Ademas de las observaciones directas en campo, se individualizaron en macetas plantulas de
brécoli en jaulas de acrilico transparente acondicionadas con una manga de tela organza. En cada
jaula se liber6 una pareja de adultos de Hellulla sp., con la finalidad de observar su comportamiento
de oviposicion y alimentacién de las larvas emergidas. Las observaciones se realizaron y
registraron todos los dias, desde el momento de la liberacidn hasta que se observaron los dafios de

los 2-3 primeros instares larvales.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

1.5.1. Identificacidn de especie

El material examinado de larvas y adultos dieron como resultado la especie de Hellula phidilealis,
especie que emergid tanto de hospedantes cultivados como silvestres. La mayor cantidad de
adultos emergi6 de B. oleracea var. botrytis seguida por B. oleraceae var. italica (Cuadro 1). Por
otra parte, se registraron adultos en todos los hospedantes silvestres con excepcién de C. bursa-
pastoris, en donde no se observaron indicios causados por la alimentacion de las larvas de H.

phidilealis asimismo, es evidente una mayor preferencia por L. virginicum (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Adultos de H. phidilealis emergidos de cultivos comerciales de cruciferas.

H. phidilealis
Sitio de colecta Hospedante o 2 o Fceglr;itge
¢ 4 |
83 61 144 20-VIII-2018
Y 84 189 7-1X-2018

75 46 121 12-X-2018

20 35 55 17-X1-2018
B. oleracea var.

botrytis 5 2 7  1511-2019

7 3 10 21-111-2019

5 0 5 17-X-2019

La Uvera, Atlixco, 6 1 ! 16-X1-2019
Puebla 3 1 4  28-XII-2019

18° 5225 1%1%% gy 98° 10 2 12 9-XI-2019
12 4 16 14-X11-2019
8 4 12 4-1-2020
5 1 6 18-1V-2020
B. ol_era_cea var 4 0 4 16-V-2020
italica

2 0 2 13-V1-2020

3 0 3 18-VII-2020
4 0 4 22-V111-2020

8 2 10 12-1X-2020

_ 20 11 51 19-X-2019
La Higuera, Apaseo el

Grande, Guanajuato 20 7 27 16-X1-2019

B. oleracea var.

20° 33' 0.00"" N 'y 100° 42* italica 19 8 27 19-X11-2019
09.9" O

22 11 33 16-1-2020
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Sitio de colecta

Hospedante

H. phidilealis

Fecha de
¢ & Tota colecta
¢ 4 |
25 9 34 12-11-2020
9 2 11 18-111-2020
7 3 10 23-1V-2020
14 4 18 21-V-2020
12 5 17 18-V1-2020
14 7 21 16-VI11-2020
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Cuadro 2. Adulto de H. phidilealis emergidos de cruciferas silvestres.

H. phidilealis Fecha de
Sitio de colecta Hospedante o & o colecta
¢ 4
12 3 15 9-X1-2019
14 6 20 14-X11-2019
La Uvera, Atlixco, 12 2 14 4-1-2020
Puebla Lepidium virginicum
18 3 21 15-11-2020
18° 52" 16.432"" N y 98°
25'29.33" O 7 4 11 14-X1-2020
13 1 14 28-X11-2020
22 5 27 3-1-2021
18 9 27 16-1-2020
10 7 17 12-11-2020
20 4 24 18-111-2020
Sinapis arvensis
11 0 11 15-X-2020
17 5 22 17-X1-2020
_ 20 7 27 17-XI11-2020
La Higuera, Apaseo el
Grande, Guanajuato 10 7 17 23-1V-2020
20° 33' 0.00" Ny 100° Brassica nigra 11 3 14 21-V-2020
42' 09.9" O
10 2 12 18-V1-2020
7 3 10  16-VI1I-2020
Sisymbrium irio 17 1 18  20-VI1II-2020
16 2 18 17-1X-2020
8 0 8 15-X-2020
Lepidium virginicum
17 1 18 17-X1-2020
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En la identificacion de Hellula phidilealis (Fig. 1); la quetotaxia de la larva y la morfologia de la
genitalia del macho coinciden con los esquemas de Allyson (1981) y Landry y Roque-Albelo
(2008) (Fig. 2a); confirmado por la ampliacion del ADN del gen mitocondrial COIl con una
secuenciacion del 99 % de cobertura y 99.07 de identidad y formando un grupo compacto en el
arbol filogenético (Fig. 3). Por otra parte, también cabe sefialar que a diferencia de H. undalis que
solo se encuentra distribuida en el Viejo Mundo, H. phidilealis es una de las cinco especies que se
encuentra ampliamente distribuida desde el Sur de Estados Unidos de América, Centro y
Sudameérica como plaga en cultivos de cruciferas (Munroe, 1972). A pesar de su presencia en el
continente americano, en México no se tiene registro preciso sobre su presencia, mas que lo
mencionado por Alam (1982) quien sefiala que la especie fue observada alimentandose en vainas

de Cleome viscosa (Cleomaceae L.) en el estado de Colima.

Es asi que nuestro hallazgo se considera el primer registro en México de H. phidilealis en cultivos
de cruciferas, sustentado con imagenes de la quetotaxia cefalica de la larva (Fig. 2b, ¢) y la genitalia
del macho (Fig. 2d, e). Adicionalmente, fue corroborado mediante técnicas moleculares. Nuestros
resultados sugieren que H. phidilealis afecta cultivos comerciales de B. oleracea var. italica y
botrytis, asi como en las cruciferas silvestres L. virgicum, B. nigra, S. arvensis y S. irio; pero difiere
de lo mencionado por Munroe (1972) quien extiende la lista de hospedantes a las familias
botanicas Cleomaceae, Amaranthaceae y Portulacacea. La informacidn generada resulta relevante
para complementar estudios de biologiay comportamiento de la plaga, asi como iniciar y ampliar
la busqueda de sus enemigos naturales considerando hospedantes alternos. Ademas, para
desarrollar tacticas Utiles que se pueden implementar dentro de un programa de manejo integrado

de plagas, con la finalidad de mitigar los dafios de esta plaga potencial en las cruciferas cultivadas.
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Figura 1. Adultos; a) Macho de Hellula phidilealis; b) Hembra de Hellula phidilealis. Imagenes tomadas
por el M.C. Jorge Valdez Carrasco.
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500 pm

Figura 2. Larva y genitalia del macho de Hellula phidilealis a) larva desarrollada; b) quetotaxia de la
capsula cefalica; c) seta O3 es posterior a la linea que une la L1 con la O2; d) genitalia del macho sin

edeago y e) edeago.
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[ Hellula hydralis 10240178
H. hydralis KF388023

— Hellula undalis KI636057

'—— Hellula rogatalis HQ968151

H. phidilealis CPO GTO

H. phidilealis CPO PUE

H. phidilealis JQ549165

Hellula phidilealis KI657599

Hellula kempae HQ583209

Dicymolomia metalliferalis KF491687

Dichogama colotha JQ605762

Argyria lacteella HQ985449

Calamotropha paludella HQ955607

Catoptria oregonica KM552989

Crambus uliginosellus JN266160

Crambus agitatellus GU801387

Pyralis farinalis JF852990

—
0.050

Figura 3. Arbol filogenético resultante de la inferencia bayesiana basada en secuencias parciales de ADN
mitocondrial COI que muestra la relacion de Hellula phidilealis colectada de parcelas comerciales brécoli
y coliflor en Puebla y Guanajuato.

1.5.2. Dafio

Durante los recorridos de campo, se observo que las larvas de H. phidilealis invaden primero el
brote de crecimiento de brécoli y coliflor, lo cual coincide con Mewis et al. (2002) quien refiere

que las larvas prefieren atacar este sitio por el alto contenido de glucosinolatos. Aungue también
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se observaron larvas de diferentes instares en la nervadura central, axilas de las hojas, en el tallo
principal cerca de la superficie del suelo y en la parte media de la planta. Este ultimo
comportamiento no ha sido reportado a la fecha, probablemente por la adaptacion de la especie
con sus hospedantes cultivados. Al respecto, se piensa que los hospedantes primarios de H.
phidilealis son plantas de la familia Cleomaceae (Cleoma spp. y Gynandropsis gynandra) debido
que se han encontrado alta infestacion de larvas alimentandose de estas especies en el Caribe y

Guyana, a lo largo de todo el afio y bajo diferentes condiciones climaticas (Alam, 1982).

Nuestras observaciones dan la certeza que el mayor dafio lo causan las larvas cuando se alimentan
del punto de crecimiento apical durante la etapa previa a la formacion del florete y ocasionan que
este no se forme (Fig. 4 a, b) o que se produzcan brotes secundarios con la formacién de
inflorescencias que no son aptas para el mercado. También se percibid que las larvas barrenan los
tallos principales y ocasionan brotes secundarios; de igual manera, éstas se introducen al peciolo
de la hoja de plantas que se encuentran en etapas avanzadas de crecimiento, dejando como

evidencia excretas y la formacion de seda (Fig. 4c).

En condiciones de laboratorio, se observo que una vez que emergen las larvas, penetran de
inmediato a los tejidos de la hoja, comportandose como minadores durante los dos primeros
instares, conforme las larvas se van desarrollando (Fig. 4d) se dirigen al brote o axila de la hoja,
penetran y barrenan el interior para dirigirse al tallo, el cual barrenan en direccién hacia la raiz sin
llegar a ésta. Algunas larvas pupan dentro de los tejidos secos, otras salen en busca de una nueva
planta para completar su desarrollo, misma que penetran por el tallo o la yema axilar. Cuando el
brote principal de la planta es atacado, no hay formacion de florete, la planta se debilita y es atacada
por microorganismos fitopatdgenos que provocan pudricién y muerte. Es importante notar que,

en este estudio se reporta la presencia de hospedantes silvestres que pertenecen a la familia
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Brassicaceae, en donde los dafos causados por las larvas son similares a los observados en las

especies cultivadas (Fig. 4e,f).

2 >

Figura 4. Dafios causados en el ataque de Hellula phidilealis. a) dafio; b) ausencia del punto de crecimiento
del florete; c) excretas de la larva en el punto de crecimiento del florete; d) larva desarrollada; e y f) dafios
y larva en Sinapis arvensis.
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CAPITULO Il. CRIA, REPRODUCCION DE H. phidilealis (Walter) E

IDENTIFICACION DE ENEMIGOS NATURALES EN MEXICO
2.1 RESUMEN

Hellula phidilealis al igual que Plutella xyllostela, son consideradas principales plagas de
cruciferas de importancia economica en paises como Estados Unidos, Filipinas, India, Trinidad y
Marruecos. Por el impacto que han ocasionado especies del género Hellula spp en cultivos de
importancia econdmica, se han desarrollado estudios que brindan informacién en su biologia y
comportamiento. Bajo este contexto se buscd implementar una metodologia para la cria de la
especie identificada y generar material para estudios posteriores a manera de aportar
conocimientos que permitan establecer medidas de prevencion y/o control de esta especie en el
pais. Durante el periodo de colecta, parte del material obtenido de campo fue depositado de manera
individual en cajas Petri de 10 cm de diametro con un disco de col (5 cm de didmetro) como
alimento. Una vez obtenida la pupa, se realiz6 el sexado para determinar la proporciono de hembra
y macho a ingresar al contendedor de plastico donde se confinaron. Como resultado, se
establecimiento la cria de H. phidilealis, donde la especie se adaptd con facilidad. Del mismo
material individualizado en cajas, emergieron parasitoides de larvas de la familia Eulophidae,
Ichneumondiae y Branonidae. Por los pocos especimenes obtenidos, estos se encuentran en

proceso de identificacion.

Palabras clave. Cruciferas, alimento, parasitoides, especimenes.
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2.2 ABSTRACT

Hellula phidilealis and Plutella xyllostela, are considered the main cruciferous pests of economic
importance in countries such as the United States, the Philippines, India, Trinidad and Morocco.
Due to the impact that species of the genus Hellula spp have caused in crops of economic
importance, studies have been developed that provide information on their biology and behavior.
In this context, it was sought to implement a methodology for the breeding of the identified species
and to generate material for subsequent studies in order to provide knowledge that would allow
the establishment of prevention and/or control measures for this species in the country. During the
collection period, part of the material obtained from the field was deposited individually in Petri
dishes of 10 cm in diameter with a disc of cabbage (5 cm in diameter) as food. Once the pupa was
obtained, sexing was performed to determine the proportion of female and male to enter the plastic
container where it was confined. As a result, H. phidilealis breeding was established, where the
species easily adapted. From the same material individualized in boxes, parasitoids of larvae of
the Eulophidae, Ichneumondiae and Branonidae families emerged. Due to the few specimens

obtained, these are in the process of identification.

Keywords. Cruciferae, food, parasitoids, specimens.
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2.3 INTRODUCCION

Del género Hellula (Lepidoptera: Pyralidae) se encuentran descrito 15 especies, de las cuales tres
son reconocidas a nivel mundial como plagas potencias de cultivos de cruciferas H. undalis, H.

rogatalis y Hellula phidilealis (Alam, 1982).

El gusano barrenador de la col, es un insecto que en estado inmaduro se alimenta barrenando por
dentro la nervadura principal de las hojas y el tallo de brassicaceae (Opfer y McGrath, 2013). Su
comportamiento y habito, dificulta su control con insecticidas. El dafio que ocasiona es severo
entre el trasplante y la etapa de formacion del florete. (Opfer y McGrath, 2013). Las plantas
jévenes no sobreviven al ataque (Youdeowei, 2002). En plantas desarrolladas destruye el florete
por completo, lo que las hace inadecuadas para la comercializacion. Los principales enemigos
naturales del gusano tejedor son las hormigas depredadoras y las avispas parasitas (Youdeowel,

2002).

En paises como Barbaros H. phidilealis en afios anterior la poblacion aumento considerando que
los insecticidas no se encuentran controlando a este insecto por su habito, donde una vez que
ingreso a los tejidos de la planta reduce la eficacia de los productos, asi como de los enemigos

naturales (Alam, 1982).

Es poca la informacién que existe sobre enemigos naturales de H. phidilealis, sin embargo se
reportan a manera general, parasitoides en Oleome spp. Esta informacion se podria usar para

inducir los enemigos naturales a cultivos como brocoli, coliflor y col (Alam, 1982).

Los productores de brdcoli, coliflor y col, realizan aplicaciones desmedidas de plaguicidas en el
control de plagas (Tran et al., 2004) esta forma de controlar, causan repercusiones en la salud para

el ser humano y el medio ambiente. Uno de los objetivos, es detectar en campo y en el material
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colectado enemigos naturales, tal como parasitoides de Hellula phidilealis emergidos del algin
estado de desarrollo del gusano barrenador de la col. La informacidon obtenida, serd de importancia

en el desarrollo de estrategias de control.
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2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Criade Hellula phidilealis

Colecta de material infectado. Del material colectado en el periodo de agosto de 2018 a enero de
2021 en los estados de Puebla y Guanajuato e ingresado al laboratorio de Entomologia del Colegio
de Posgraduados Campus Montecillo, las larvas fueron colocadas de manera individual en cajas
Petri de 10 cm de diametro acondicionadas con papel absorbente y un disco de hoja de brocoli de
5 cm de didmetro, con el objeto de brindarle alimento disponible para permitir completar su

desarrollo hasta pupa.

Sexado. Una vez obtenida la pupa de Hellula phidilealis, se realiz6 la division de individuos por
sexo mediante la separacion entre la abertura anal y abertura genital, lo que fue determinado
observando cada pupa con un microscopio estereoscopico. Las pupas fueron puestas
individualmente en caja Petri de 5 cm de didmetro hasta la emergencia del adulto y/o parasitoides.

El material fue revisado constantemente.

Establecimiento de la cria. Los adultos fueron instalados en contenedores de plastico con
capacidad de 10 L y tapa de rosca de 12 cm con una abertura cubierta con tela de organza para
permitir la aireacion y manejo de los individuos. Como alimento Dentro de los contenedores se
colocé en un recipiente con agua y una mecha de algoddn para poner a disponibilidad agua a los
adultos. Como alimento se proporciond en lineas finas en una de las paredes del contenedor miel
de abeja comercial. En cada contenedor se colaron de 20 a 30 adultos de Hellula phidilealis en
proporcién 1:1 (H:M) con uno a dos dias de emergidos. Dentro de los contenedores se colocaron
discos de hoja de col (10 cm de diametro) lavados con agua previamente para el retiro de posibles

contaminantes.
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El tiempo de exposicién de los discos de col a los adultos fue de 24 horas, una vez retirados fueron
colocados sobre papel absorbente humedecido dentro de un nuevo contenedor con las mismas
caracteristicas, continuando con la incubacion de los huevos hasta el estado pupa. Las larvas

emergidas fueron alimentadas con hojas de col lavadas con agua previamente, cada que se requirio.

Todo el material se etiqueto y mantuvo en una cdmara de cria a una temperatura de 25 +2°C,

humedad relativa de 60+£10% y un fotoperiodo de 12:12 (L: O).

2.4.2 Parasitoides.

Del material obtenido en campo, las larvas fueron confinadas de manera individual en cajas petri
de 10 cm de diametros con una abertura en la parte superior, cubierta con malla de acero inoxidable
(100 hilos) y con un disco de hoja de col previamente lavada con agua para su alimentacion, y de
esta manera permitir su desarrollo hasta el estado de pupa o emergencia de adultos y/o parasitoides.
Una vez obtenida la pupa se sexo para ser colocada de manera individual sobre papel absorbente
humedecido dentro de un caja Petri de manera individual con las mismas caracteristicas. Las

observaciones se realizaron a diario para detectar la emergencia de adultos y/o parasitoides.

Los parasitoides obtenidos de larvas fueron fijados en frascos con alcohol al 70%, respectivamente.

La identificacion de enemigos naturales se realizé por medio de claves dicotémicas y por
comparacion con ejemplares de la colecta del area de Control biolégico del posgrado de
Fitosanidad- Entomologia y Acarologia del Colegio de Posgraduados campus Montecillos con el

apoyo del Dr. Refugio Lomeli Flores para la corroboracion del material.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Del material obtenido en campo se obtuvo larvas de Hellula phidilealis aparentemente sanas sin
indicios de parasitismo. La forma como fueron confinadas las larvas de campo fue aceptable de
manera que no se observo distorsion en su desarrollo o muerte por manejo. Sin embargo se
presentd problemas en la preservacion en los discos expuestos a las larvas para la postura, debido
a su alto contenido de agua, la descomposicion por ataque de un hongo genero problemas en el
manejo adecuado de las larvas, para ello se opt6 lavar las hojas con una concentracion baja de
hipoclorito de cloro (1 %), sin embargo, se presentd muerte de larvas. Lo anterior indujo preparar
un dia antes los discos para generar un grado de deshidratacidn de estos y exponerlos a los adultos

para la postura de huevos, de esta forma se logro preservar los discos hasta la eclosion del huevo.

La emergencia de adultos después de la pupa se observo de las 24 a las 36 horas. La postura de
huevos después de la emergencia de los dos adultos se observo a las 24 horas y la cantidad de
huevos por disco expuesto a Hellula phidilealis (H: M) vario en un promedio de 20 a 60 huevos
durante los primeros 15 a 24 dias de expuestos hembra-macho, considerando que las primera
posturas fueron al siguiente dias después de ser expuestas las hembras con machos adultos.

Durante el desarrollo del estudio se pudo observar estabilidad de la cria hasta la cuarta generacion.

Los parasitoides emergieron de larvas colectadas de campo de acuerdo lo indicado en el cuadro

3.
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Cuadro 3. Enemigos naturales obtenidos de larvas de H. phidilealis.

Enemigo natural Familia Estado de Coordenadas de Hospedante  Fecha de colecta
desarrollo
colecta
18°52' 16.432" N Lepidium
Eulophidae Aprostocetus Larva virginicum 14/12/2019
98° 25' 29.33" O
18°52' 16.432" N Lepidium
Braconido Habrobracon  Larva virgmicum 04/01/2020
98° 25' 29.33" O
18°52' 16.432" N Lepidium
Ichneumondiae En proceso Larva virginicum 03/01/2021

98° 25' 29.33" O
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Figura 5. Parasitoides emergidos de larvas de Hellula phidilealis; a) Eulophidae (Aprostocetus sp); b)
Ichneumonidae; c) Braconido (Habrobracon sp). Imagenes tomadas por el M.C. Jorge Valdez Carrasco.

Aun cuando se colectaron larvas de H. phidilealis no se observaron signos de parasitismo en estas
fases de desarrollo, lo cual coincide con lo reportado en la literatura, ya que no se hace mencion

de parasitoides.

La identificacion de los parasitoides de la familia resulté complicada debido a que se obtuvieron

muy pocos individuos de cada especie. Se obtuvo un ejemplar del género Habrobracon, material
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insuficiente para realizar la identificacion a especie, asi en el caso del Ichneumondiae. En el caso
de Aprostocetus es un género con méas de 800 especies, muchas no descritas, donde no hay una
clave para especies americanas, y menos para México. Todos los parasitoides identificados en este
estudio emergieron de larvas de H. phidilealis y su emergencia ocurrié de manera natural en el

laboratorio.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se identifico a Hellula phidilealis asociada con plantas cultivadas y silvestres de la familia
Brassicaceae. Fue colectada de coliflor (B. oleracea var. Botrytis) y brécoli (B. oleracea var.
Italica), cultivos de importancia agricola en México y otras regiones del mundo. También se halld
en S. irio, L. virginicum, B. nigra y S. arvensis, considerados como hospedantes alternos. L.
virginicum y S. arvensis, pueden ser de importancia por hallar la mayor abundancia de la plaga.
Los dafios estan asociados con la muerte de la parte apical de la planta, barrenacién de tallos, y
formacion de floretes no comercializables. El principal dafio es la afectacion de los brotes, este
impacta en la produccién de cruciferas con fines de comercializacion, reduciendo la calidad del
fruto o reduciendo la produccion con la muerte de la planta. Los perforaciones realizada por larvas
de los tres ultimos instars las cubren con excretas y seda (telarafia) asi todo el tunel realizado detras
de ellas, este es una caracteristica del dafio y presencia de individuos del género Hellula spp. Los
dafios son iguales en hospedantes silvestres y cultivados, es indudable que la importancia radica

en el destino final del hospedante.

Los individuos de Hellula phidilealis se adaptaron a las condiciones de laboratorio, obteniendo
larvas sanas hasta la f4 en la metodologia establecida. Esta metodologia representa un avance y

una herramienta importante para el desarrollo de estrategias que contribuyan a su control.

La informacion generada a partir de este trabajo permite generar herramientas o estrategias que

contribuyan a su control.
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