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RESUMEN

Castelo, Yolanda. 1999. Biologia reproductiva y analisis electroforético de Diadegma
insulare y Diadegma semiclausum (Hymenoptera: Ichneumonidae). Proyecto Especial del
Programa de Ingeniero Agrénomo, El Zamorano, Honduras.

Una de las principales plagas del repollo es la palomilla dorso de diamante (PDD),
Plutella xylostella, que es una plaga cosmopolita defoliadora. Su control se ha basado
principalmente en la aplicacion de plaguicidas. Una alternativa para su control es el
control bioldgico, con enemigos naturales exdticos y nativos. Los objetivos de la
investigacion fueron: estudiar la biologia reproductiva de los parasitoides Diadegma
semiclausum y Diadegma insulare, originarios de Europa y América, respectivamente,
realizar un analisis electroforético y establecer una cria de los parasitoides. Se realizaron
cruzamientos reproductivos inter e intraespecificos. Hembras de D. insulare copularon
con machos de D. semiclausum. Las crias fueron fértiles pero de menor tamafio que sus
padres, y no se encontraron diferencias significativas en el tiempo a copula y el tiempo de
copula de los cruces inter e intraespecificos. Se encontraron diferencias en el tamafio de
los parasitoides, siendo D. semiclausum mas grande que D. insulare. Estos resultados
sugieren que poblaciones de este organismo se separaron geograficamente en algin
momento, convirtiéndose en dos subespecies que se adaptaron y evolucionaron de
acuerdo a las condiciones ambientales de cada zona. Se trataron de establecer y comparar
los perfiles de proteina de las dos especies por medio de un analisis electroforético, pero
no fue posible por el hecho que no se tiene un protocolo especifico y un control positivo
para Diadegma. Se corrieron ocho geles, en dos de las cuales se observaron bandas que
tifieron levemente, pero no fueron suficientes para llegar a una conclusion. Se intento
establecer una cria de estos parasitoides, pero no fue posible debido a problemas en la cria
del hospedero PDD.

Palabras clave: parasitoide, repollo, PDD, control biologico.



NOTA DE PRENSA

Control Bioldgico: Una alternativa para el control de l1a palomilla dorso de diamante
Plutella xylostella

Una de las limitantes del cultivo del repollo es la palomilla dorso de diamante, Plutella
xylostella, una plaga defoliadora, que es controlada principalmente con insecticidas. Una
alternativa para su control es el control bioldgico con enemigos naturales (parasitoides)
nativos y exoticos.

Diadegma insulare es un parasitoide que se encuentra en América, pero no controla
eficientemente la plaga. El parasitoide europeo Diadegma semiclausum, es capaz de
controlar este plaga. En otros continentes se ha introducido y ha tenido éxito.

Observando el éxito que se ha tenido con D. semiclausum en otros continentes, hay un
interés por introducirlo en América. Por esto se realiz6 en la Escuela Agricola
Panamericana (Zamorano) un estudio para determinar cual es el comportamiento
reproductivo de estas dos especies. Este estudio se llevo a cabo para determinar si es
recomendable la introduccion de D. semiclausum.

Se realizaron cruzamientos reproductivos para determinar el impacto que tendria sobre D.
insulare. También se intentd comparar perfiles electroforéticos y establecer un sistema de
crianza masiva.

Los resultados del estudio nos hacen suponer que D. insulare y D. semiclausum no son
dos especies, sino subespecies. Las crias resultantes de los cruces interespecificos son
fértiles, ademads, no se encontraron diferencias significativas en el tiempo de copula y en
el tiempo a copula de los cruces interespecificos e intraespecificos. Estos hechos nos
hacen pensar que poblaciones de este organismo se separaron geograficamente en algin
momento, conviritiéndose en dos subespecies que se adaptaron y evolucionaron de
acuerdo a las condiciones climaticas de cada zona. Este hecho pudo dar como resultado
las diferencias morfologicas entre ellas.

No se pudieron comparar los perfiles ya que no se tiene un protocolo especifico para
realizar un andlisis electroforético con Diadegma.

Para la crianza masiva de los parasitoides primero se tiene que tener una cria del
hospedero en este caso P. xylostella. No se pudo establecer la cria de parasitoides por
problemas en la cria de P. xylostella.
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I. INTRODUCCION

El repollo (Brassica oleracea var. capitata L.), originario del Mediterraneo y de climas
templados, es considerado una de las hortalizas bésicas de la dieta de un gran sector de la
poblacion. En Centro América se ha cultivado por largo tiempo, y en su mayoria ha
estado cargo de pequefios agricultores.

Uno de los principales costos de produccion lo constituye el control de plagas, ya que el
repollo es atacado por varias plagas, siendo la plaga clave la palomilla dorso de diamante
(PDD), Plutella xylostella (L.). Es una plaga cosmopolita defoliadora, que en los trépicos
se desarrolla rapidamente, lo que ha llevado a los agricultores a realizar un control mas
estricto basado principalmente en la aplicaciéon de plaguicidas. Sin embargo, el uso
ineficiente de plaguicidas ha generado los problemas tipicos de residuos quimicos en el
producto, asi como el incremento en la intensidad del ataque de algunas plagas por lo cual
se hace necesario poner en marcha programas de manejo integrado de plagas para evitar
en lo posible secuelas indeseables del mal uso de plaguicidas (CATIE, 1990).
Actualmente, como resultado de una frecuente aplicacion de estos productos, la palomilla
ha desarrollado resistencia a practicamente todos los insecticidas, incluyendo algunas
variaciones de los ultimos insecticidas biologicos: Bacillus thuringiensis (AVRDC,
REDCAHOR, 1998). Un problema de la aplicacion de plaguicidas es que el repollo se
consume en forma fresca.

Dada esta situacion y su creciente gravedad al utilizar como tactica de control unicamente
el control quimico, se comprende la necesidad de estudiar mas a fondo la naturaleza del
problema para poder implementar soluciones estables y duraderas (Andrews y Quezada,
1989).

Seglin Scholaen (1997), enemigos naturales juegan un papel muy importante en mantener
las poblaciones de plaga por abajo de su dafio econdmico. Dos parasitoides de PDD son
Diadegma insulare (Cresson) y Diadegma semiclausum (Hellén). Son avispas que
parasitan las larvas de PDD cuando estas se encuentran en su segundo a tercer estadio. Se
encuentran en Centro América y Europa, respectivamente. Ningln parasitoide es capaz de
efectuar un control total de PDD por si mismo a excepcion de Diadegma semiclausum
(Lim, 1985).

En Europa PDD no es un problema ya que D. semiclausum ejerce un control eficiente y
efectivo sobre las poblaciones de PDD ( AVRDC y REDCAHOR, 1998), mientras que en
América no se ha tenido el mismo resultado con D. insulare. Con D. insulare se han
tenido niveles de parasitismo de hasta 40% en rastrojos de repollo (Andrews y Quezada,
1989).



Este es uno de los aspectos que requiere mas investigacion, para detectar el potencial de
D. insulare y decidir sobre la eventual importacion de alguno de los que han tenido
buenos resultados en el trépico (Andrews y Quezada, 1989).

En muchos paises el parasitoide con el que se ha trabajado y se ha tenido éxito es D.
semiclausum ya que este parasitoide es mas agresivo y se adapta mas a zonas templadas
que es por lo general donde se siembra el repollo. Se ha podido comprobar que la
introduccion de D. semiclausum a Australia y Nueva Zelanda y a las tierras altas de
Indonesia, Malasia, Taiwan y Filipinas ha reducido el dafio causado por la palomilla a
niveles tolerables (AVRDC y REDCAHOR, 1998).

Segiin Miranda (1998), en Centro América tal vez D. semiclausum puede sobrevivir y
conseguir establecerse porque el cultivo de repollo se siembra en altitudes de 1200 msnm
(Guatemala, Costa Rica y Republica Dominicana).

Observando el éxito que se ha tenido con D. semiclausum en otros continentes, hay un
interés por introducir este parasitoide en América. Alvarez (1997) menciond que para la
liberacion de especies exoOticas de parasitoides, es necesario conocer su biologia,
comportamiento reproductivo y otros factores de comportamiento. Es importante realizar
estudios previos a la introduccion de un enemigo natural exotico. No se sabe cual es el
impacto que tendria D. semiclausum sobre las poblaciones existentes de D. insulare.

Por esto se realizd un estudio para determinar cual es el comportamiento reproductivo de
las dos especies. Se estudiaron los cruces interespecificos donde se observo la copulacion
y las crias que se obtuvieron de estos, para determinar si era recomendable la liberacion
de D. semiclausum. También se intentdé comparar perfiles electroforéticos, los cuales
serian utiles para asegurar la identificacion de individuos dudosos, en el caso de liberar D.
semiclausum en el campo. Tradicionalmente la identificacion de estas especies se ha
hecho morfolégicamente, pero existen otros métodos que podrian utilizarse tales como
electroforesis.

En la presente investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

1.- Estudiar cruzamientos reproductivos entre los parasitoides Diadegma insulare y
Diadegma semiclausum.

2.- Establecer patrones electroforéticos para identificar las dos especies.

3.- Instalar un sistema de crianza masiva de acuerdo a los resultados obtenidos en el
estudio para una de las dos especies bajo condiciones locales.



Figura 1. Hembra de Diadegma insulare (Cave, 1995).

Figura 2. Diadegma semiclausum adultos. Macho (arriba) ,
hembra (abajo)(Talekar y Mei-Ying-Lin, 1998)



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 BIOLOGIA DE DIADEGMA INSULARE (CRESSON)

2.1.1 Clasificacion y distribucion.

Diadegma insulare pertenece al orden Hymenoptera, familia Ichneumonidae y subfamilia
Campopleginae. Se encuentra desde el sur de Canada hasta Venezuela y el oeste de
Hawaii (Fitton y Walker, 1990)

2.1.2. Ciclo de vida y comportamiento.

Es una avispita que parasita las larvas de P. xylostella del segundo y tercer estadio
(CATIE, 1990).

La larva parasitoide se desarrolla como un endoparasito solitario. Surgimiento de la larva
parasitoide es de la prepupa hospedera que ya ha formado un capullo. La larva parasitoide
termina devorando su hospedero externamente y luego forma su propio capullo, en el cual
empupa dentro del capullo hospedero (Cave, 1995).

Es facil de identificar porque la pupa tiene sus extremos redondeados (CATIE, 1990).

Harcourt (1960) reportd que la hembra de este ichneumonido camina rapidamente sobre la
planta, usando sus antenas para localizar la larva hospedera. La oviposicion es muy rapida
una vez que ha sido encontrado un hospedero conveniente. El abdomen se dobla por abajo
del torax y entre las patas y el ovipositor es introducido rapidamente en la larva La
oviposicion no dura mas de un segundo o dos. No hay ninglin saco de veneno asociado
con el ovipositor, asi es que no ocurre paralisis y muchas larvas, particularmente las de los
ultimos estadios, escapan a la hembra con movimientos violentos.

Estudios por Bolter y Laing (1983) indicaron que D. insulare produce un promedio de
814 huevos por hembra. La hembra pone todos sus huevos en un periodo de 24 horas
cuando dispone de suficientes huéspedes. Sin embargo, la hembra adulta puede producir
huevos durante todo su ciclo de vida y comienza a ovipositar 24 horas después de
emerger. Los huevos son simétricos y sus dimensiones son 0.28 x 0.06 mm recién
ovipositados y 0.6 x 0.13 mm antes de eclosionar. El primer estadio larval es el tipico de
los ichneumonidos, con una pequefia mandibula curvada y que termina en una punta en
forma de una hoz, y va decreciendo en tamafio con los estadios sucesivos. El desarrollo de
D. insulare es continuo y el tiempo en llegar de huevo a adulto decrece con altas
temperaturas en un rango promedio de 15.6 £ 1.5 dias a 25 °Cy 42.3 +£ 1.7 dias a 13 °C.



Altas temperaturas reducen la longevidad de las hembras maduras, la cual en promedio es
de 21.2 dias a 25 °C y 43.6 dias a 17 °C. Adultos miden 3-5 mm y son principalmente
negros con anaranjado y marcas amarillas en las patas y el abdomen (Cordero y Cave,
1992). Segin Cave (1990)' los adultos de D. insulare presentan las siguientes
caracteristicas:

Hembra Macho

- Escapo negro ventralmente
(raramente pardo obscuro)

- Escapo negro ventralmente
(raramente pardo obscuro)

- Metabasitarso: palido en basal - Metabasitarso: palido en basal
1/8-1/10 pardo oscuro en apical 1/8-1/10 pardo oscuro en apical
9/10-7/8 9/10-7/8

- Metasoma con anaranjado extenso
en T2y TS5

- Base del metafemur ventralmente no
oscuro o casl indistintamente oscuro

- Metasoma con anaranajado extenso
enT2y TS5

- Base del metafemur ventralmente
oscuro o casi indistintamente

oscuro

En un estudio realizado por Rivas y Secaira (1992) se observo la tendencia de incremento
en el porcentaje de parasitismo de D. insulare conforme se desarrolla el cultivo,
probablemente debido al aumento de la poblacion de larvas de la PDD.

2.2 BIOLOGIA DE DIADEGMA SEMICLAUSUM (HELLEN)

2.2.1 Clasificacion y distribucion

Diadegma semiclausum (Hellén), también conocida en el pasado como Diadegma
cerophaga (Gravenhorst), Diadegma eucerophaga (Horstmann) y Angitia cerophaga
(Gravenhorst), es originario de Europa ( Talekar y Mei-Ying-Lin, 1998).

Este parasitoide ha sido introducido en Sur Africa (Evans 1939), Nueva Zelanda
(Robertson, 1948), Australia (Waterhouse y Norris 1989) e Indonesia (Vos, 1953) para el
control de PDD. De acuerdo a todos los reportes de inoculaciones realizadas con D.
semiclausum, la introduccion de este parasitoide ha comenzado a establecerse en
practicamente todas las tierras altas productoras de vegetales en Indonesia, Malasia,
Filipinas, Taiwan, India y otras partes (Miranda, 1998).

" Comunicacion Personal, Dr. Ronald Cave, Departamento de Proteccion Vegetal,
Zamorano.



2.2.2 Ciclo de vida y comportamiento.

Ooi (1980) definio6 el ciclo de vida de D. semiclausum: huevo 1.5 — 2 dias, larva 5 —8 dias
y pupa de 6-9 dias. Pasa por cuatro estadios larvales y la duracion de cada uno depende
de la edad del hospedero cuando este es atacado. La duracion del estadio larval en
promedio es de 6.5 dias cuando larvas de uno o dos dias son expuestas a D. semiclausum
y toma cinco dias cuando larvas de tres o cuatro dias de edad son expuestas. El macho y
la hembra pueden vivir por 40 y 73 dias, respectivamente, cuando son alimentados con
miel diluida.

Talekar y Mei-Ying Ling (1998) mencionan que el huevo mide 0.22 mm de largo por 0.05
mm de ancho; poco después de la oviposicion el huevo puede ser encontrado en el torax y
segmento abdominal. Después de eclosionar la larva es transparente. Cuando la larva de
PDD llega a ser prepupa, la larva del parasitoide come de la prepupa y la piel larval, y las
excretas son empujadas hacia la parte posterior de la prepupa prepardndose para que D.
semiclausum empupe.

Dentro del capullo del hospedero este forma su propia pupa. Al final del periodo de pupa,
comienza a morder hasta llegar a la parte final de la pupa por donde sale el adulto. Los
adultos de Diadegma emergen pocos dias después que emergen adultos de PDD
provenientes de larvas de la misma generacion que no fueron parasitadas (Legaspi,
1984). Segun Cave (1990)* los adultos de D. insulare presentan las siguientes
caracteristicas:

Hembra Macho
- Escapo amarillo ventralmente - Escapo amarillo ventralmente
(raramente pardo palido) (raramente pardo palido)

- Metabasitarso: palido en basal - Metabasitarso: palido en basal
1/3-1/2 pardo palido en apical 1/4-1/2 pardo pélido en apical
1/2-2/3 1/2-3/4

- Metasoma con poco anaranjado - Metasoma con anaranajado

lateralmente en T3 Ginicamente

- Base del metafemur ventralmente - Base del metafemur ventralmente
0Scuro, aunque a veces no muy 0SCcuro, aunque a veces no muy
distintamente distintamente

Tienen antenas largas, el cuerpo es negro. Las alas frontales son transparentes y tiene
marcas obscuras alrededor del margen anterior. El abdomen es delgado, largo y aplanado.
La hembra tiene un ovipositor y es mas grande que el macho. El cuerpo de la hembra
mide 0.9 mm de ancho y el macho 0.87 mm de ancho.

> Comunicacion Personal, Dr. Ronald Cave, Departamento de Proteccion Vegetal,
Zamorano.



La hembra del parasitoide copula inmediatamente después de emerger de la pupa (Hardy,
1938). Este parasitoide es capaz de atacar en promedio 117 £ 10 larvas por hembra (Ooi,
1980).

Aparte de la habilidad intrinseca de D. semiclausum para evadir y tratar de sobrevivir al
super y multiparasitismo, puede ser también capaz de mejorar la eficiencia de busqueda
bajo niveles de poblacion del hospedero y sus competidores (Goodwin, 1979).

D. semiclausum es un parasitoide especifico de PDD y no ataca ninglin otro insecto
benéfico o plaga. Este parasitoide no controla Plutella en areas donde las temperaturas
exceden mas de 27°C por mas de dos semanas. D. semiclausum es altamente susceptible a
plaguicidas quimicos (Talekar y Mei-Ying Ling, 1998).

2.3 ELECTROFORESIS

Es una técnica bioquimica versatil para detectar variacén genética, introducida por
Tiselius en 1937 (Acquaah, 1992). Electroforesis es un método efectivo para separar
proteinas o acidos nucleicos en una gel, mediante una corriente eléctrica. Las moléculas
de proteinas y acidos nucleicos tienen cargas negativas y son atraidas hacia el polo
opuesto (Doyle, 1999)°. Todas migran hacia abajo con diferentes velocidades
dependiendo de su carga neta, tamafio, forma o la combinacion de estos factores
(Crawford, 1989).

La velocidad de migracion de una molécula depende de su tamafio (o peso molecular): las
moléculas mas pequefias migran mas rapidamente que las grandes y asi pueden ser
separada por una corriente eléctrica. Los factores que afectan la migracion de las proteinas
en la gel son: pH del buffer, la consistencia (porosidad) del gel y la aplicacion de la
corriente eléctrica (Doyle, 1999) 3.

Segun Acquaah (1992), existen dos tipos de electroforésis. El primero es la electroforesis
en solucidn, que no tiene un medio de soporte para las moléculas que se quiere separar.

Se colocan las moléculas juntas en una solucion en la cual se mueven libremente. El
segundo conocido como electroforesis zonal, en este la separacion de proteinas es en un
medio semisolido (gel). Una de las geles mas usadas es la gel de poliacrilamida.

2.3.1 Gel de Poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis PAGE)

La electroforesis con gel de poliacrilamida fue introducida por Raymond and Weintraub
en 1959 (Acquaah, 1992).

La matriz o soporte en el que se realiza la electroforesis es generalmente un gel de
poliacrilamida. El soporte tridimensional de los geles de poliacrilamida consta de
polimeros de acrilamida entrecruzados a manera de red por un segundo agente,
generalmente denominado ‘bis’ (N, N’ —metilen-bisacrilamida). El tamafio de los poros
esta determinado por el porcentaje de gel, y éste a su vez depende de la cantidad de
acrilamida y de la proporcion entre acrilamida y bis (Ramirez et a/, 1993).

Con este método, no se identifica definitivamente a dos proteinas, solamente se puede
observar diferencias (Crawford, 1989).

> Comunicacion personal, Dra. Maria Mercedes Doyle, Departamento de Proteccion
Vegetal, Zamorano.



III. MATERIALES Y METODOS

El estudio fue dividido en tres partes:
1.- Cruces interespecificos
2.- Anélisis electroforético

3.- Crianza Masiva
Fecha y localizacion del estudio

Los trabajos se comenzaron en mayo de 1998. Los cruces interespecificos y la crianza
masiva se realizaron en la sala de cuarentena del Centro para el Control Bioldgico en
Centro América y el analisis electroforético en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Departamento de Proteccion Vegetal de la Escuela Agricola Panamericana.

3.1 CRUCES INTERESPECIFICOS
3.1.1 Produccion de plantas hospederas de PDD.

Se utilizaron plantas de repollo. Se sembré una bandeja de 96 plantas cada semana. A los
21 dias se transplantaron a maceteras plasticas de 7.5 cm de diametro menor, 19 cm de
diametro mayor y 11 cm de altura, cuya tierra se esterilizd previamente en un autoclave.

Estas plantas se fertilizaron con urea una vez por semana y se las regd tres veces al dia.
Tres semanas después del transplante estaban listas para ser utilizadas en la alimentacion
de PDD.

3.1.2 Preparacion de laminas de oviposicion

Se pesaron 65 g de las hojas de repollo que debian ser sanas y sin plaguicidas, los cuales
se licuaron con 500 ml de agua. El jugo que se obtuvo se esterilizé a 120° C y 1.05 kg/cm?
durante 20 minutos. Posteriormente se filtrd el jugo con el cual se mojaron ldminas de
papel aluminio de 2 cm x 10 cm que previamente estaban arrugadas. Luego se pusieron
las laminas a secar a temperatura ambiente. A estas se les llamo laminas de oviposicion,
las cuales fueron almacenadas en el refrigerador hasta su posterior uso.

3.1.3 Preparacion de camara de oviposicion

Aqui se utilizé un recipiente plastico con capacidad para 1.5 litros con una tapa plastica
cubierta de malla para permitir la entrada de aire. En las paredes internas del recipiente se
coloco papel con miel de abeja el cual sirvido de alimento. Se colocaron de 100 a 150
pupas de PDD y tres laminas de oviposicion, sobre las cuales los adultos de PDD
ovipositaron inmediatamente después de emerger. Esta cdmara se coloco en un lugar
obscuro. Se cambiaron las laminas de oviposicion cada dos dias.



Después de la oviposicion, las ldminas se desinfectaron introduciéndolas en una solucion
de formalina al 10% durante 30 minutos, y luego se enjuagaron durante 15 minutos en
agua. Se guardaron las laminas con huevos en el refrigerador a 4 °C hasta su posterior
uso. El periodo recomendable de almacenamiento es de 15 dias (Miranda, 1998).

3.1.4 Produccion de larvas de PDD

3.1.4.1 Obtenidas en laboratorio: En cajas entomologicas se colocaron seis plantas de
repollo, sobre las cuales se colocaron laminas ovipositadas y desinfectadas. Aqui se
esper6 hasta que salieran las larvas y se alimentaran de las plantas. Se colocaron plantas
nuevas de acuerdo a las necesidades de alimento de las larvas.

Las larvas se utilizaron para mantener la cria de PDD en el laboratorio y para el proceso
de parasitacion de D. insulare y D. semiclausum. Las pupas de PDD se recolectaron para
colocarlas en las camaras de oviposicion.

3.1.4.2 Material del campo: Se hicieron recolecciones semanales en Tatumbla, San Juan
del Rancho y Lepaterique. Las larvas recolectadas en el campo se colocaron sobre plantas
de repollo dentro de cajas entomolodgicas en el laboratorio. Aqui también se fueron
cambiando las plantas de acuerdo a las necesidades alimenticias de las larvas. Las pupas
se recolectaron y colocaron en la camara de oviposicion.

Estas larvas no se pudieron utilizar para el proceso de parasitacion puesto que al ser
recolectadas en el campo, posiblemente pudieran estar ya parasitadas por D. insulare.

Se separaron las pupas de D. insulare para utilizar los adultos en los cruces o en la cria.

3.1.5 Produccion de parasitoides

Se recolectaron en el campo larvas de PDD parasitadas por D. insulare, mientras que D.
semiclausum fue traido de una cria en Taiwan. Las pupas se colocaron individualmente
dentro de frascos de vidrio pequefios con un cm? de hoja de repollo y una gota de miel la
cual sirvié de fuente de alimento para el parasitoide, luego que este emergid. Los frascos
fueron tapados con algodon para permitir el intercambio de aire.

Se colocaron en cajas entomologicas plantas de repollo infestadas con larvas sanas de
PDD en segundo y tercer estadio, dos ldminas de 5 cm x 10 cm de papel encerado
impregnadas con miel y machos y hembras de D. insulare o D. semiclausum, una especie
por caja. Se cambiaron cada dos dias las plantas con larvas nuevas. Posteriormente se
recolectaron los capullos de PDD de las plantas. Los que estaban parasitados se colocaron
en frascos y se utilizaron para realizar los cruces. Los que no resultaron parasitados se
colocaron en las camaras de oviposicion.



3.1.6 Construccion de jaulas Cherry

Se cort6 la parte inferior de botellas plasticas de refresco de 1.5 L y 2 L y se les hizo
ventanas de 5 cm x 6 cm, las cuales fueron cubiertas por malla.

3.1.7 Cruces interespecificos

3.1.7.1 Hembra Diadegma semiclausum x wmacho Diadegma insulare: Para la
realizacion de los cruces se trabajé con dos sistemas:

a) Sobre una planta de repollo en macetera se coloc6 la jaula Cherry con gotas de miel
colocadas en las paredes de la jaula. Dentro de la jaula se coloc6 una hembra de D.
semiclausum 'y tres machos de D. insulare.

b) En una caja entomolodgica se colocaron cuatro plantas de repollo y dos laminas de 5
cm x10 cm de papel encerado impregnado con miel pura que sirvié de fuente de alimento
para los parasitoides. Se colocaron hembras de D. semiclausum y machos de D. insulare
con en una proporcion de 1:3, respectivamente.

Los cruces se realizaron en la sala de cuarentena, a una temperatura de 22°C. Las horas en
que se realizaron los cruces fue en la mafiana y en la tarde. Se observaran los parasitoides
durante tres horas seguidas. Para realizar los cruces se siguio el siguiente esquema (Figura
VIII. Hembra semiclausum x Macho insulare

Macho insulare ~ Macho semiclausum Macho semiclausum
v v
Exponer a Exponer a Copula No copula
hospedero hospedero
Yy y :
Hijas Hijas Sigue Descarta
expuestas expuestas observando

a hospedero a hospedero



Las hijas que se obtuvieron del cruce de hembras de D. semiclausum con machos de D.
insulare se colocaron con machos de D. insulare o D. semiclausum en cajas
entomologicas que contenian tres plantas de repollo, donde se observo durante tres horas
seguidas.

3.1.7.2 Hembra Diadegma insulare x macho Diadegma semiclausum: Para la
realizacion de los cruces se trabajé con dos sistemas:

a) Sobre una planta de repollo en maceteras se coloco la jaula Cherry con gotas de miel.
Dentro de la jaula se colocd una hembra de D. insulare y tres machos de D. semiclausum.

b) En una caja entomologica se colocaron cuatro plantas de repollo y dos laminas de 5

cm x 10 cm de papel encerado impregnado con miel pura. Se colocaron hembras de D.
insulare con machos de D. semiclausum en una proporcion de 1:3, respectivamente.

Los cruces se realizaron en la sala de cuarentena, a una temperatura de 22°C. Las horas en
que se realizaron los cruces fue en la mafiana y en la tarde.

Se observaran los parasitoides durante tres horas seguidas. Para realizar los cruces se
siguid el siguiente esquema (Figura 4).

IX. Hembra insulare x Macho semiclausum
Copula No copula
Macho semiclausum Macho insulare Macho insulare
A\ 4 A\ 4
Exponer a Exponer a Copula No copula
hospedero hospedero
v v
Hijas Hijas Sigue Descarta
expuestas expuestas observando
a hospedero a hospedero

Figuara 4. Esquema de los cruzamientos reproductivos de hembras de D. insulare
con machos de D.semiclausum.



Las hijas que se obtuvieron del cruce de hembras de D. insulare con machos de D.
semiclausum se colocaron con machos de D. insulare o D. semiclausum en cajas
entomologicas que contenian tres plantas de repollo, donde se observo durante tres horas
seguidas.

3.1.7. 3 Cruces intraespecificos: Estos cruces se realizaron para tomarlos como testigo
contra los cruces interespecifico, se realizaron en las mismas condiciones que los
intraespecificos.

3.1.8 Analisis estadistico

Para comparar las diferencias en proporcion de hembras que copularon en cada cruce se
realiz6 una prueba de comparacion multiple de proporciones.

Para la longitud de alas anteriores se realizd una prueba de separacion de medias Tukey
(Alpha 0.05).

Para analizar el tiempo a copula y el tiempo de copula se realizé un andeva.

3.2 ANALISIS ELECTROFORETICO

Hasta el momento no se han realizado anélisis utilizando el método de electroforesis para
diferenciar a diferentes especies de  Diadegma, por lo cual se trabajo con el
procedimiento utilizado en la Universidad de Arizona para determinar biotipos de la
mosca blanca, Bemisia tabaci Gennadius.

Adultos muertos de D. semiclausum y D. insulare provenientes de la cria fueron
utilizados para el analisis. Se probd la cantidad de individuos que debian ir por muestra.
Se trabajo con uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete individuos por muestra. Estos se
colocaron en un mortero esterilizado, junto con 10 uL de buffer de extraccion (Anexo 1).
Las avispas fueron maceradas completamente con un pistilo. Posteriormente se le agregd
5 uL de azul de bromofenol con el cual mezclaron las muestras maceradas.

Esta solucion se coloco en una gel de poliacrilamida. La lamina de la gel consistia de dos
tipos de gel. La primera constituy6 una capa de Separating Gel , que llegaba hasta la
altitud de los casilleros. La segunda que constituy6 una capa de Stacking Gel. Esta lamina
tiene 28 casilleros; dentro de cada casillero se colocd 10 uL de la muestra.

La gel se coloco en un tanque que contenia aproximadamente 7 L de buffer de corrida
(Anexo 1). Sometida durante tres horas a 120 voltios, 250 watts de poder y una corriente
de 50 amperios hasta que el colorante descendiera en el primer gel para posteriormente
aumentarla a 60 cuando comenzara a pasar al segundo gel.

Después de transcurrido el tiempo de corrida, la gel se colocé en un buffer de tincién
(Anexo 1) para esterasa durante 30 minutos, después se coloco en una solucidon de acido
acético al 7 %.



3.3 CRIANZA MASIVA

Para la crianza masiva de los parasitoides se trabajo con el método de Talekar (AVRDC y
REDCAHOR, 1998).

Dentro de cajas entomologicas se colocaron dos laminas de papel encerado de Scm x 10
cm, cubiertas con miel de abeja pura, que sirvié como fuente de alimento a los adultos.
Dentro de cada caja se colocaron de 20 — 30 hembras con 40 machos, junto con los cuales
se colocaron plantas de repollo infestadas por larvas de PDD de segundo y tercer instar,
las cuales se cambiaron cada cinco dias. Posteriormente se recolectaron las pupas, y
aquellas que eran de D. insulare o D. semiclausum, se colocaron individualmente dentro
de frascos de vidrio.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS DE LOS CRUCES

En los cruces no se trabajé con el mismo niimero de hembras ni tampoco se observo igual
tiempo para cada caso debido a que la disponibilidad de parasitoides fue muy variable
(Cuadro 1).

Cuadro 1. Cruces interespecificos e intraespecificos de Diadegma insulare y Diadegma

semiclausum
Cruces # Hembras | # Hembras que | Proporcion que | Horas de
observadas copularon copulo observacion
Hembra insulare x 28 6 0.21 93.5
macho semiclausum
Hembra semiclausum x 41 0 0 133.5
macho insulare
Hembra semiclausum x 37 8 0.27 103
macho semiclausum
Hembra insulare x 25 10 0.32 112
macho insulare

De 28 hembras de D. insulare observadas durante 93.5 horas, solamente seis copularon
con machos de D. semiclausum. Hubo un cortejo marcado en la mayoria de las hembras
observadas, aunque no se dio la copula.

Previo a la copula, el macho realiz6 un cortejo, el cual consistié en que el macho busco a
la hembra, se coloco cerca de la ella y comenzé a mover fuertemente las alas. Este cortejo
durd aproximadamente un minuto y medio. Luego el macho se coloco en la parte de atrés
y sobre la hembra, manteniéndose los dos inmoéviles durante el periodo de copula que
dur6 de 6 a 11 minutos. Al terminar la copula se separaron y tomaron diferentes
direcciones. En dos de las hembras que copularon, se observo una segunda copula con el
mismo macho, en una durd 30 minutos y en la otra dur cinco minutos. En cuatro de las
28 hembras, después del cortejo el macho se colocd sobre la hembra de dos a tres
segundos, pero esta lo rechaz6 y no ocurri6 una copula efectiva.

De estos cruces se obtuvieron cuatro machos y nueve hembras. Las crias de este cruce
fueron mas pequenas, la longitud del ala anterior fue 2.36 mm, la cual es inferior al del
padre y de la madre (Cuadro 2). También presentaron la coloracion del escapo del padre y
del metasoma de la madre.




No se observo copula en ninguna de las 41 hembras de D. semiclausum con machos de
D. insulare observadas durante 133.5 horas. Las hembras se mantuvieron alejadas de los
machos. Solamente machos grandes intentaron cortejar a las hembras, las cuales
rechazaron al macho.

Al observar la falta de copula entre hembras de D. semiclausum y machos de D. insulare
se planted la hipodtesis que los machos de D. insulare son més pequefios que la hembra
de D. semiclausum, y debido a esto no se dio la copula entre estos. Se midid la longitud
de las alas anteriores de 20 machos y 20 hembras de cada especie. No se encontré una
diferencia significativa entre la longitud de las alas anteriores de machos y hembras de la
misma especie. Se encontré una diferencia significativa entre la longitud de las alas
anteriores entre las dos especies (Cuadro 2). La diferencia en tamafio entre las dos
especies pudo ser uno de los factores por los cuales no se observd copula en este cruce.
Posiblemente el macho no produce suficiente cantidad de feromonas sexuales que
atraigan a la hembra. Ademas las hembras prefieren a los machos mas grandes ya que asi
obtendran hijas grandes y al existir una relacion directa entre el tamanio de la hembra y la
produccion de huevos, las hijas produciran una mayor cantidad de huevos.

Estas hembras se colocaron con machos de D. semiclausum y se observo que si copularon.

Cuadro 2. Longitud del ala anterior de machos y hembras de Diadegma insulare'y
Diadegma semiclausum

Especie Sexo Alas (mm) £ EE
Diadegma insulare Macho 3.01£0.04a*
Hembra 3.16+0.04 a
Diadegma semiclausum Macho 342+0.04b
Hembra 3.56 £0.04 b

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba Tukey, P= 0.05)

Se observaron 25 hembras de D. insulare durante 112 horas y se observo copula con
machos de D. insulare en 10 de ellas. Se observé un gran porcentaje de machos
cortejando a las hembras. De 37 hembras de D. semiclausum observadas en un periodo de
103 horas, se observo copula con machos de D. semiclausum en ocho de ellas. Ademas, se
observo que la mayoria de las hembras fueron cortejadas por machos.

Al comparar la proporcion de hembras de D. semiclausum que copularon con machos de
D. insulare, contra la proporcion de hembras de D. insulare que copularon con machos
de D. semiclausum y las hembras que copularon en los cruces intraespecificos, se
encontro que existe una diferencia significativa (Cuadro 3) ya que ninguna hembra de D.
semiclausum copuld con un macho de D. insulare, mientras que en los otros casos si se
dio copula. No hubieron diferencias significativas al comparar la proporcion de hembras
de D. insulare que copularon con machos de D. semiclausum, contra la proporcion de
hembras que copularon en los cruces intraespecificos. Tampoco se encontrd una
diferencia significativa en la proporcion de hembras que copularon al comparar los cruces
intraespecificos.



Cuadro 3. Comparacion de la proporcion de hembras que copularon en los cruces
interespecificos e intraespecificos de Diadegma insulare y Diadegma

semiclausum.
Comparacion Diferencia de | XI. Significancia
proporcioén
Hembra insulare x macho semiclausum versus 0.21 0.077 S
hembra semiclausum x macho insulare
Hembra insulare x macho semiclausum versus 0.06 0.106 ns
hembra semiclausum x macho semiclausum
Hembra insulare x macho semiclausum versus 0.11 0.121 ns
hembra insulare x macho insulare
Hembra semiclausum x macho insulare versus 0.27 0.073 S
hembra semiclausum x macho semiclausum
Hembra semiclausum x macho insulare versus 0.32 0.093 S
hembra insulare x macho insulare
Hembra semiclausum x macho semiclausum 0.05 0.118 ns
versus hembra insulare x macho insulare

Se observaron cuatro hijas del cruce de hembras de D. insulare con machos de D.
semiclausum durante 12 horas; todas copularon con machos de D. semiclausum.
Posteriormente fueron expuestas a larvas de PDD. Solamente se obtuvo un capullo de
Diadegma. De este capullo salid una hembra que murid inmediatamente después que
eclosiond. El ala anterior tuvo una longitud de 3 mm, la cual es muy similar al tamafo del
ala anterior de los machos de D. insulare (Cuadro 2). Present6 una coloracion igual que la
de la madre es decir el escapo amarillo y el metasoma anaranjado. Si del capullo hubiera
emergido un macho, se tendria la duda si las hijas del cruce de D. insulare con machos de
D. semiclausum son fértiles o no.

Durante nueve horas se observo a tres hijas del cruce de hembras de D. insulare con
machos de D. semiclausum. En ningin momento se observo copula con machos de D.
insulare. Los machos se mantuvieron alejados de las hembras.

El tiempo de copula es el tiempo transcurrido desde el momento que el macho se coloca
sobre la hembra hasta que el se separa de ella. El tiempo de copula fue variable, desde tres
minutos en el cruce de hembras de D. insulare con machos de D. semiclausum, hasta 30
minutos cuando una hembra de D. insulare copul6 por segunda ocasion con un machos de
D. semiclausum. El tiempo de copula es similar para todos los cruces interespecificos e
intraespecificos ya que no se encontraron diferencias significativas (P>0.1204) (Cuadro
4).




Cuadro 4. Tiempo en minutos de cépula de cruces de Diadegma insulare y Diadegma

semiclausum
Cruce n XIl. Tiempo de

copula £
EE

Hembra insulare x macho semiclausum 6 68+10 a

Hembra semiclausum x macho semiclausum 8 8.5+0.7 a

Hembra insulare x macho insulare 10 80+10 a

Hija (hembra insulare x macho semiclausum) x 3 11.0+0.6 a

macho semiclausum

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba Tukey, P= 0.05)

El tiempo a copula fue el tiempo que transcurridé desde que se colocaron dentro de la caja
entomoldgica los machos y hembras hasta el momento en que sucedi6 la copula. Se
observaron diferentes tiempos a copula, los cuales fueron 10 minutos en los cruces
interespecificos llegando hasta 150 minutos en el cruce de hembra de D. insulare por
macho de D. semiclausum. El tiempo a copula en los cruces intraespecificos e
interespecificos fue similar, ya que no se encontraron diferencias significativas
(P>0.0587) (Cuadro 5 ).

Cuadro 5. Tiempo en minutos a copula de cruces de Diadegma insularey Diadegma

semiclausum
Cruce n Tiempo a copula
Hembra insulare x macho semiclausum 6 71+21a
Hembra semiclausum x macho semiclausum 8 28+5.7a
hembra insulare x macho insulare 10 29 +48a
Hija (hembra insulare x macho semiclausum) 3 42+25a
x macho semiclausum

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Prueba Tukey, P= 0.05)

Los resultados del estudio nos hacen suponer que D. insulare y D. semiclausum no son
dos especies, sino subespecies. Las crias resultantes de los cruces interespecificos son
fértiles, ademads, no se encontraron diferencias significativas en el tiempo de copula y en
el tiempo a copula de los cruces interespecificos e intraespecificos (Cuadros 4 — 5). Estos
hechos nos hacen  pensar que poblaciones de este organismo se separaron
geograficamente en algin momento, conviritiéndose en dos subespecies que se adaptaron
y evolucionaron de acuerdo a las condiciones climaticas de cada zona. Este hecho pudo
dar como resultado las diferencias morfoldgicas entre ellas.




Diadegma insulare fue descrito por Cresson en 1865, Diadegma semiclausum por Hellén
en 1949 (Fitton y Walker, 1990). Segtin esto el nombre valido para estas subespecies seria
D. insulare, que fue descrito mucho antes que D. semiclausum.

El hecho que hembras de D. semiclausum no copularon con los machos de D. insulare
pudo deberse a la diferencia en el tamafio de dichos individuos (Cuadro 2). Esta diferencia
en tamafios pudo haber sido consecuencia de condiciones ambientales diferentes entre las
dos subespecies.

La liberacion de D. semiclausum en los campos de América posiblemente no tendria los
mismos resultados que ha obtenido en otros lugares. Debemos tomar en cuenta que en los
lugares donde ha introducido D. semiclausum, no se encuentra presente D. insulare, y por
ello va a realizar su trabajo la interferencia. En América, D. insulare se encuentra en
forma nativa y antes de una posible liberacion de D. semiclausum se deben tener en
cuenta las siguientes interrogantes:

Si machos de D. semiclausum copulan con hembras de D. insulare y D. semiclausum, la
cantidad de machos disponibles para copular con hembras de D. semiclausum se reduciria
en el caso de que estos machos solo copulen una vez. Tal cosa no sucederia si es que los
machos copulan més de una vez.

Se desconoce la razén por la cual D. semiclausum ejerce un control eficiente y efectivo
sobre PDD. Algunas de las razones podrian ser su agresividad y/o su mejor adaptacion al
ambiente. En el caso de que el gene que transfiere la agresividad fuese dominante, un
cruce entre ambas subespecies resultaria benéfico

Las hijas obtenidas del cruce de hembras de D. insulare por machos de D. semiclausum
son mas pequefas, lo que implica menores producciones de huevos y por ende menores
niveles de control. Esta disminucion en el tamafio es resultado del cruce, ya que se dio en
todas las hijas, en contraste con las hijas de los cruces intraespecificos que fueron de
tamano similar al de los padres.

Se debe considerar también que si D. semiclausum es mas agresivo, ejerceria un buen
control al ser liberado en América, pero podria terminar desplazando a D. insulare que es
nativo de esta region, debido a que D. semiclausum atacaria una mayor cantidad de
hospederos, disminuyendo los hospederos para que D. insulare pueda reproducirse.

En Centro América se siembra el repollo bajo dos sistemas: los de tierras altas (1800 —
2400 m de altura) y los de tierras bajas (450 — 800 m de altura) (CATIE, 1990). Hay que
tomar en cuenta que este parasitoide se adapta mejor a climas menores de 27°C; a
temperaturas mayores ya no controla PDD (Talekar y Mei-Ying Ling, 1998). Solamente
serviria para controlar PDD en sistemas de tierras altas.



4.2 ANALISIS ELECTROFORETICO

Los adultos de D. semiclausum y D. insulare se analizaron mediante electroforesis para
comparar sus perfiles de proteinas. Se corrieron ocho geles. En las seis primeras geles no
se observo la presencia de bandas de proteinas en ninguna de las muestras colocadas, y
tampoco se trabajo con un control positivo.

En las dos geles restantes se colocd como control positivo un adulto de Sitotroga para
constatar que la preparacion de la gel y los reactivos se realizaron correctamente. En estas
geles se observo la presencia de bandas, que tifieron muy tenuemente. Estas bandas se
observaron a la misma altura en todas las muestras de D. insulare analizadas. En las geles
que contenian muestras de D. semiclausum no se logré observar bandas.

Se realizaron algunas modificaciones del buffer de extraccion del protocolo original
(Anexo 1). Se sustituy6 el dcido borico por acido citrico y se elimind el EDTA, pero estos
cambios no tuvieron ningun efecto positivo.

4.2.2 Discusion

Para realizar un andlisis electroforético, se debe tener un control positivo y un protocolo
especifico. Elaborar un protocolo especifico para una especie en particular tiene un costo
alto y constituye un proceso prolongado que requiere de tiempo y un alto nivel técnico de
la o las personas encargadas de desarrollarlo. Una vez que se ha desarrollado el
protocolo, este andlisis constituye una herramienta muy util.

Para el andlisis de Diadegma no se tiene un protocolo establecido por lo cual se tuvo que
trabajar con el protocolo para la determinacion de biotipos de la mosca blanca, y tampoco
se ha establecido un control positivo para Diadegma.

Los analisis electroforéticos son caros en comparacion a los analisis morfologicos por lo
caul no constituyen una herramienta practica para diferencias a los parasitoides. Para
estudios mas especificos y encaminados a la determinacion de genotipo de los
parasitoides constituye una herramienta muy util.

4.3 CRIANZA MASIVA

4.3.1 Diadegma semiclausum

En mayo 21 se recibid el primer bloque de pupas de D. semiclausum . Se presentaron
algunos problemas. La demora en la llegada de los parasitoides provocd que emergieran y

al no encontrar alimento mueran. De este apenas 20 sobrevivieron los cuales fueron
expuestos a plantas con larvas de PDD.



El 28 de septiembre se recibio el segundo envio que contenia aproximadamente 80 pupas
que eclosionaron y murieron durante el viaje, sobrevivio solamente una hembra.

El 3 de noviembre se recibio el tercer envio que contenia aproximadamente 100 pupas.
Ninguna eclosion6 y esto se dio a que las pupas ya eran viejas. El 22 de diciembre se
recibieron 800 pupas. Al momento de recibirlas habian eclosionado un 90% de ellas,
sobreviviendo 160 de las cuales 115 fueron hembras y 45 machos. El 10% de capullos que
no eclosionaron durante el viaje fueron colocados en frascos y solamente emergieron ocho
hembras y tres machos.

El altimo envio se recibid el 1 de febrero de 1999. Igual que en ocasiones anteriores los
adultos emergieron durante el viaje. Aqui se obtuvieron 115 pupas de las cuales
eclosionaron 70 hembras y 45 machos.

En ninguno de los bloques de parasitoides recibidos se observd la presencia de
hiperparasitoides; todo el material recibido contenia unicamente D. semiclausum.

Dentro de las cajas entomologicas se colocaron hembras y machos de D. semiclausum y
se les proporciond larvas de PDD. Solamente un 10% de estas larvas fueron parasitadas.
Noventa y cuatro larvas fueron parasitadas, de las cuales emergieron 32 hembras y 27
machos.

No se logro establecer una cria de D. semiclausum debido a que los se tuvieron los
siguientes problemas con la cria de PDD. Las condiciones climaticas que se presentaron
en ciertas ocasiones (las primeras semanas de noviembre, después del Huracan Mitch y
las altas temperaturas de los meses de febrero y marzo) no permitieron un buen desarrollo
de las plantas de repollo, por lo cual no hubo fuente de alimento para las larvas de PDD,
ademas se produjo una disminucién considerable en la cria de PDD ya que el exceso de
calor provocé estres en las larvas, volviéndolas mds susceptibles al ataque de algunos
entomopatdgenos.

Otra de las limitantes para el establecimiento de la cria radica en que al ser D.
semiclausum un parasitoide exotico, dependemos de los envios procedentes de Taiwan,
que en muchas ocasiones presentaron problemas.

4.3.2 Diadegma insulare
La unica localidad en que se encontraron cantidades adecuadas de pupas de PDD fue en
Tatumbla. En San Juan del Rancho y Lepaterique se encontraron pocas cantidades de

PDD y nada de D. insulare.

Los resultados de las recolecciones fueron variables de acuerdo a la época en que se
realizaron (Cuadro 6).



Cuadro 6. Cantidad de pupas de D. insulare recolectadas en Tatumbla

Fecha Pupas recolectadas | Hembras | Machos | No emergidas
26/09/98 5 2 2 1
13/11/98 95 41 24 30
20/11/98 50 20 13 17
12/12/98 94 54 20 20
17/12/98 137 80 34 23
23/12/98 107 46 23 38
22/01/99 5 2 1 2
19/02/99 8 3 2 3

5/03/99 1 0 0 1

En los meses de noviembre y diciembre las recolecciones fueron buenas. Esto se dio por
el hecho que durante el Huracdn Mitch se suspendieron las aplicaciones de insecticidas,
permitiendo que las poblaciones de PDD incrementaran, y junto con esta la poblacion de
D. insulare. Por el hecho que se dejé de aplicar, el ataque de PDD fue tan severo que los
campos fueron abandonados y por esta razon estos dos meses fueron excelentes para
recolectar.

Las principales razones porque las cantidades de parasitoides recolectados resultaron
variables fueron:

Las aplicaciones calendarizadas de insecticidas realizadas por los agricultores
principalmente en la zona de San Juan del Rancho.

En la época lluviosa las poblaciones de la plaga disminuyen y por ende las poblaciones de
D. insulare.

Ademas de obtener D. insulare en el campo, se recibieron tres envios proveniente de
Nicaragua. El primero se recibié en 3 de Octubre de 1998, que contenia 80 pupas. El
segundo envio fueron 180 pupas recibidas el 18 de Diciembre de 1998. El ultimo se
recibi6 el febrero y en esta ocasion fueron 360 pupas. Con estas pupas se tuvo el problema
que al eclosionar las un 90% resultaron machos.

Al tratar de establecer la cria en el laboratorio no se obtuvieron buenos resultados ya que
solamente 23 larvas fueron parasitadas de las cuales emergieron 11 machos y una
hembra.

Al igual que con D. semiclausum, no se logro establecer la cria de D. insulare, debido a
que se tuvieron problemas con la cria de PDD.



4.3.3 Discusion

Para establecer una cria de Diadegma, se debe tener una excelente cria de PDD, y
suficiente material (parasitoides) para iniciarla.

La cria de PDD es uno de los factores claves para establecer una cria de Diadegma, ya
que se debe tener suficientes hospederos para que los parasitoides se reproduzcan. Para
tener una cria de PDD se debe contar con plantas de buen tamafo y calidad, lo cual no
sucedié en este caso, ya que en diversas ocasiones se presentaron problemas con las
plantas de repollo. Estos problemas se dieron debido a las condiciones ambientales que se
presentaron, asi tenemos que después del Huracan Mitch hubieron dias nublados, los
cuales no fueron favorables para el crecimiento de las plantas. También se dio lo
contrario, durante el mes de febrero y marzo se tuvieron dias demasiado calientes, los
cuales también han influido en el crecimiento de las plantas, tenemos que tomar en cuenta
que el repollo se cultiva en regiones templadas.

Para incrementar el porcentaje de copula de los parasitoides se tendria que simular un
ambiente adecuado, es decir incrementar la flora dentro de las cajas entomologicas,
introduciendo ciertas malezas, para que de esta manera los parasitoides se tengan de una
manera similar a la que se comportarian en el campo.

Con el material inicial para comenzar las crias se tuvieron muchos problemas en especial
con el de D. semiclausum, ya que se dieron muchos problemas en el envié de este. Con el
material de Nicaragua el principal problema fue la proporcion excesiva de machos que
eclosionaron con respecto a las hembras.



V. CONCLUSIONES

Para realizar un estudio de este tipo se debe contar con el material necesario el cual
constituyen: D. insulare, D. semiclausum y una cria de PDD.

Las crias obtenidas de los cruces de hembras de D. insulare con machos de D.
semiclausum son fértiles.

Diadegma semiclausum es mas grande que Diadegma insulare.
Hembras copulan solamente con machos de igual tamafio o mas grandes que ellas.

Los tiempos de copula y los tiempos a copula son iguales en cruces intraespecificos e
interespecificos.

Diadegma insulare y Diadegma semiclausum no son dos especies diferentes, pero son dos
subespecies.

No es facil una crianza de D. semiclausum, ya que el material inicial para iniciar una cria
proviene de Taiwan, el cual es enviado por correo, y la mayoria de las veces no llega al
lugar de destino en condiciones adecuadas.

Se necesita un protocolo especifico para el andlisis de proteinas de Diadegma para poder
realizar un andlisis electroforético de estos parasitoides, y también un control positivo

para tener contra que comparar los perfiles que se pudieran obtener.
XIII.

Una liberacion de Diadegma semiclausum no es recomendable en estos momentos ya que

se deben realizar mds estudios para comprobar la biologia reproductiva de estos
parasitoides. Se debe observar una mayor cantidad de hembras para realizar los cruces.
También se deberian evaluar las progenies que se obtengan de estos cruces, y determinar
si hablamos de dos especies diferentes o son subespecies una que se encuentra en Europa
y la otra en América.

Seria bueno realizar un estudio para determinar la adaptacion de D. semiclausum en el
campo.

Realizar estudios para evaluar la efectividad de D. semiclausum y las crias de los cruces
en el control de PDD .

Se deberia estudiar otros parasitoides exoticos y nativos de PDD.



Las plantas para la cria de PDD deben mantenerse bajo un invernadero donde se pueda
tener un control de la temperatura (20 — 24 °C).

Sembrar un parcela de repollo y no aplicar productos quimicos, de esta manera tendremos
una gran incidencia de PDD, y por ende de D. insulare, para contar con una fuente de
parasitoides para mantener una cria de los mismos en el laboratorio.

La crianza masiva se debe realizar bajo condiciones de temperatura controladas, siendo la
temperatura 6ptima 22°C para la cria.

Buscar otra herramienta aparte de la morfologia para determinar diferencias entre los dos
parasitoides. La electroforesis en la actualidad no opcidn, ya que no se tiene un protocolo
y controles positivos para Diadegma. Seria bueno realizar estudios para establecer un
protocolo y obtener un control positivo. Ademas este andlisis es caro y requiere de equipo
especial que solamente vamos a encontrar en laboratorios especializados en biologia
molecular. Una alternativa seria PCR (Polimerasa Chain Reaction), para lo cual se tendria
que secuenciar el genoma de Diadegma y construir imprimidores especificos.

XIV.

XV.

XVI.

XVII.

XVIII.
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XIX. VIIl. ANEXOS

Anexo 1: REACTIVOS UTILIZADOS EN ELECTROFORESIS

e Buffer de corrida Tris-Glycine 10X

Agua destilada 1.0L
Trizma base 450¢g
Glycina 2125 ¢

Disolver la glycina y el trizma base en 750 ml de agua destilada; se le puede aplicar calor
para disolver los ingredientes. Una vez diluidos, se afora hasta llegar a 1 L. De esta
solucion se hacen diluciones al 1X tomando 100 ml de buffer de corrida con 900 ml de
agua destilada, y luego se le agrega 1 ml de Triton-X 10%.

e 10% Triton-X
Agua destilada 90 ml

Triton-X 10 ml

e Buffer de Extraccion

Agua destilada 100.00 ml
Trizma base 121¢g
Acido bérico 0.62 ¢
EDTA 336¢g

Se mezclan todos los reactivos y luego se ajusta la solucion a un pH de 7.0 con HCI o
NaOH.

e Gel Buffer

A. 1.5 M Tris-HCL, pH 8.8
Para preparar 150 ml de solucion:

Agua destilada 75.000 ml

Tris base 27225 ¢
Se disuelve y se ajusta la solucion al pH indicado. Se agrega agua hasta llegar a 150 ml,
luego se filtra a través de un papel filtro Watman # 1. Luego se agregan 600 uL de 10%
Triton-X.



B. 0.5 M Tris-HCL, pH 6.8
Para preparar 100 ml de solucion:

Agua destilada 60 ml
Tris base 6g

Se disuelve y se ajusta la solucion al pH indicado. Posteriormente se lleva la solucion a
100 ml, se filtra a través de un papel filtro Watman # 1 y se agregan 400 uL de 10%
Triton-X.

e Solucion de Acrilamina/Bis

Acrilamida 366 ¢
Bis-methylene-crilamida 1.0g

Generalmente para hacer 125 ml de solucion. En 75 ml de agua destilada agrege los dos
ingredientes. Luego que se han disuelto filtrarlos a través de un papel filtro Watman #1.
Esta solucion es neurotoxica por lo cual se debe manejar con cuidado y hay que
almacenarla en un lugar obscuro a 4° C.

e 10% Persulfato de Amonio (APS) (w/v)
Agua destilada 1.0 ml
Persulfato de amonio 0.1g
Se mezclan y se disuelven. Esta solucion se debe preparar en el momento que se utiliza.

e Preparacion del Gel

1. Separating Gel

Agua destilada 17.4 ml
Gel buffer pH 8.8 10.0 ml
Acrilamida 12.0 ml
10% APS 240 uL
TEMED 20 uL

Los ingredientes se deben ir agregando en el orden indicado, se mezclan rapidamente y se
deben colocar rapidamente en el molde.



2. Stacking Gel

Agua destilada 6.10 ml
Gel buffer pH 6.8 2.50 ml
Acrilamida 1.30 ml
10% APS 120 uL
TEMED 20 uL

Los ingredientes se deben ir agregando en el orden indicado, se mezclan rapidamente y se
deben colocar rapidamente en el molde.

e Buffer de Tincion de esterasa

Solucion A

Agua destilada 480.0 ml

Fosfato de sodio dibasico 68¢g
Solucion B

Agua destilada 320.0 ml

Fosfato de sodio monobasico 44 ¢

Se disuelve cada solucion por separado. Lluego se mezclan y se ajusta el pH a 6.5.

Colorante de esterasa

Buffer de tincion de esterasa 100.0000 ml
Alpha naphthyl acetato 0.0250 g
Beta naphthyl acetato 0.1250 g
Fast blue RR salt 0.0370 g

En 5 ml de agua destilada se disuelve alpha y beta naphthyl acetato. Luego se le agrega el
buffer de tincion y por ultimo se agregd fast blue RR salt.
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