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RESUMEN

La palomilla dorso de diamante Plutella xylostella L. es la plaga de mayor
incidencia en las cruciferas como el brocoli, col y coliflor. Este insecto ocasiona grandes
pérdidas a los agricultores y a las compaifias procesadoras por: el rechazo de estos
productos, debido a que los contaminan en estado de larva y pupa. La deteccion de larvas y
pupas en brocoli y coliflor, se dificulta porque presentan la misma coloraciéon que su
huésped, lo cual los hace poco visibles en estos vegetales. Debido a lo anterior, se
evaluaron nueve tintes con cochinilla para tefiir las larvas y pupas de color rojo y asi tener
un contraste con el fondo verde del brocoli, y de esta manera, detectarlas y eliminarlas
facilmente del producto. De los nueve tintes, sélo dos produjeron los mejores resultados
para la tincidn de larvas. Dichos tintes fueron: carmin 1 y rojo cochinilla con la prbporcién
1:0 (tinte: agua) y durante un tiempo de 60 minutos. Mientras que las pubas fueron tefiidas
mejor con los tintes carmalumbre, carmin de Rawitz, escarlata R, azocarmin, carmin [,
carmin I, carmin I y rojo cochinilla. Estos ocho tintes aplicados en las proporciones l\:O y
1:3 (tinte: agua), durante 15 y 30 minutos tifieron con facilidad las pupas.

Ademas se realizaron pruebas preliminares de tincion en los floretes del brocoli con
los nueve tintes. ‘Sélo los bordes de los tallos donde se realizaron los cortes se tifieron y esta
tincion no fue de manera uniforme, pues dependié de la proporcion y tinte empleado.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se observo que
el colorante de la cochinilla puede ser empleado en la tincion de larvas y pupas de Plutella

xylostella L. para su deteccion en brocoli.
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1. INTRODUCCION

En el mundo se cultiva una gran diversidad de hortalizas, entre éstas, las
cruciferas como la col (Brassica oleracea var. capitata L.), el brocoli (B. oleracea var.
italica Plenck). la coliflor (B. oleracea var. botrytis L.} y la col de bruselas (B. oleracea
var. gemmifera Zenker) son de gran importancia alimentaria, econdmica y social en
varios paises. entre estos: China, India, Gran Bretafia, Estados Unidos y México (Hume
et al., 1972, Gordon y Barden, 1984; Chelliah y Srinivasan, 1986, Talekar y Shelton.
1993; Bujanos y Marin, 1996).

Ea México estas hortalizas se producen durante la mayor parte del afio,
principalmente para el mercado de exportacion y en menor escala para el consumo
nacional (Garza, 1992). En los estados de Guanajuato y Querétaro, parte de la region
denominada el Bajio, los cultivos de brocoli y coliflor tienen gran importancia
socioecomdmica, debido a que abarcan una extensa superficie agricola y generan
empleos (Bujanos y Marin, 1996).

En México el brocoli y coliflor son afectados por varias plagas, entre éstas se
encuentra la palomilla dorso de diamante Plutella xylostella L. (Lepidoptera:
Yponomeutidae)'. plaga de mayor repercusién econdmica por el dafio directo que
ocasiona al alimentarse del follaje y porque las larvas y pupas contaminan las partes
comestibles de los vegetales con su presencia junto con sus exuvias y excreciones, lo
que implica grandes pérdidas econdmicas tanto a los agricultores como a las compaiiias
procesadoras y de exportacion, debido a que la presencia de larvas y pupas provoca el
rechazo de estos productos (Bujanos ez al., 1993).

La seleccion de las pellas' de brocoli en las compaiiias procesadoras se realiza de
 manera manual para eliminar los insectos que contaminan al producto. y la de mayor
incidencia es la palomilla dorso de diamante. Las inspecciones resultan insuficientes
para percibir las farvas y pupas de este plaga, ya que muestran la misma coloracion que
su huésped (homocromia) lo cual las hace poco visibles en las pellas (Schauenberg,

1978).

' Conjunto de cabezas florales pequerias. verdes. no desarrolladas (Edmond ef al.. 1984).



Emplear pigmentos obtenidos a partir de diversos organismos, puede ser de gran
ayuda para percibir algunos de los estados inmaduros de insectos homocrémicos; 1al es
el caso del pigmento obtenido de la cochinilla Dactylopius coccus Costa (Homoptera:
Dactylopiidae). insecto parasito del nopal. el cual se utiliza como materia prima para
elaborar carmines y extractos alcoholico acuosos, cuyo principio colorante es el acido
carminico, ademas su empleo no resulta daiiino al hombre a diferencia de los colorantes
sintéticos (Portillo y Vigueras, 1994).

Debido a lo anterior es necesario establecer metodologias que ayuden a disminuir
este problema. y una de ellas puede ser la elaboracion de un tinte con pigmento de
cochinilla. el cual permita teftir las larvas y pupas de P. xylostella, para contrasiarlas
sobre el fondo verde del brocoli durante el proceso de seleccion, para asi facilitar la
percepcion de los estados inmaduros.

Por tal motivo, en la presente investigacion se evalué la eficiencia del pigmento
de la cochinilla para tefir larvas y pupas de la palomilla dorso de diamante, para que una
vez tefidas, su deteccion y eliminacion del brocoli sea mas facil durante el proceso de
seleccion. Con ésto se podria optimizar la mano de obra que se utiliza para limpiar al

producto de la plaga y contribuir al mantenimiento del nivel de calidad del mismo.



2. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del cultivo de cruciferas (Brassic:\ceae).

Durante la década de los noventa, México ha tenido una participacion
significativa a nivel mundial en la exportacion de productos horticolas y actualmente,
contintia como el principal proveedor de hortalizas a Estados Unidos (Higuera, 1992).

En nuestro pais existen mas de 300,000 productores de hortalizas, en su mayoria
ejidatarios y pequefios propietarios (Pelayo, 1992). Entre las hortalizas que se cultivan,
las de mayor importancia economica son: Solanaceas (jitomate, tomate, berenjena y
pimiento), cucurbitaceas (pepino, melén. sandia y calabaza) cruciferas (brocoli, coliflor
y col), entre otras (Valadez, 1989).

Muchas cruciferas son comestibles, entre ellas cabe citar: col, coliflor, brocoli,
col de bruselas, nabo. colza, rabano y berro. Otras son cultivadas por sus flores como la
berza ornamental (Bailey, 1949; Fragoso y Luisier, 1972; Gordon y Barden, 1984).

En 1992. México contribuia con el 92% de las importaciones de coliflor y el 83%
del brocoli introducido a Estados Unidos. cifras que se han incrementado en los dltimos
anos (Higuera, 1992). Ambos cultivos son altamente rentables en algunas zonas del pais
(Alatorre et al., 1992). _

Las cruciferas se caracterizan principalmente por sus inflorescencias con racimos
simples y sus frutos en silicua o silicula. que mientras mas maduros mas alejados estan
del eje floral. La mayoria de estas plantas son herbaceas con hojas alternas, sin estipulas
y flores dispuestas en racimos. Habitan las zonas templadas y frias del hemisferio boreal,
en la regidn mediterranea son frecuentes, lo mismo en las tierras de cultivo que en
lugares agrestes, e incluso en los pefiascos y en las elevadas cumbres de las montaiias

(Corsia, 1972; Rzedowski y Rzedowski. 1979 Rzedowski, 1994).

2. 2. Brocoli.
En la region del Bajio se cultivan alrededor de 36, 490 ha de brocoli (Brassica
oleracea L. var. italica Plenck) durante todo el ano. debido al clima de la regidny a la

demanda de estos productos (Salas-Araiza y Salazar-Solis. 1998).

[9)



Para la cosecha del brocoli se utilizan como indicadores: el tiempo, el tamano de
la pella v la firmeza de ésta. Para obtener pellas en su madurez optima la cosecha se
puede prolongar por 3 ¢ 4 semanas dependiendo del cultivar y la superficie sembrada
(Valadez. 1989). Los trabajadores cortan manualmente las pellas maduras y las llevan a
un camion. o bien una persona las corta y otra las recoge y coloca en cajas.
(Tiscornia.1975).

Posteriormente el brocoli se vende en mercados o es sometido a un proceso
industrial. aprovechandose asi los excedentes que no se pufiieran consumir en el
momento de la cosecha (Lacedelli y Elizarraras. 1994). La Figura I, presenta de manera

general un proceso de congelado individual instantaneo.

2.3. Principales plagas que atacan a las cruciferas.

Las plagas que atacan a las cruciferas no solo causan dafo por la defoliacion de
la planta, sino también al contaminar el producto con su presencia y excreciones, lo que
ocasiona grandes pérdidas economicas por el rechazo de estos productos (Andrews,
1984). De acuerdo con lo anterior, Bujanos y Marin (1997) mencionaron que las plagas
de esta familia en la region del Bajio se pueden dividir en plagas secundarias y
contaminadoras.

Las plagas secundarias son llamadas asi, porque su dafio lo causan
principalmente al defoliar las hojas de las plantas y minar sus tallos, los principales
insectos que atacan a las cruciferas se presentan en el cuadro 1. _

Las plagas contaminadoras son conocidas asi, porque la presencia de alguno de
sus estadios biolégicoé, asi como de sus excrementos, ocasionan el rechazo de las
cosechas de brocoli, coliflor vy col, por que afectan la calidad del producto (Salas-Araiza
et al., 1993). Entre estas se encuentran la palomilla dorso de diamante Plutella xylostella
L. (Lepidoptera: Yponomeutidae), el gusano falso medidor Irichoplusia ni Hiibner
{Lepidoptera: Noctuidae), el gusano importado de la col Pieris rapae L. (Lepidoptera:
Pieridae) v el gusano rayado de la col Leptophobia aripa Boisduval (Lepidoptera:

Pieridae) (Bujanos y Marin, 1997 Salas-Araiza v Salazar-Solis, 1998).



Cuadro 1 Principales plagas secundarias de cruciferas del Bajio

(Bujanos y Marin, 1997).

Nombre comun - Nombre cientifico Orden Familia
Gusano soldado Pseudaletia unipuncta Haworth Lepidoptera  Noctuidae
Gusano del corazén de la col  Copitarsia consueta Walker Lepidoptera  Nocmidae
Diabrotica o doradilla Diabrotica undecimpunctata Coleoptera Chrysomelidae
Barber
Diabrética- doradilla Diabrotica balteata Le Conte Coleoptera Chrvsomelidae
Chinche arlequin de la col ~ Murgantia histrionica Hahn Hemiptera Pentatomidae
Pulgon cenizo de la col Brevicoryne brassicae L. Homoptera Aphididae
Pulgon verde opaco de la col  Lipaphis erysimi Kaltenbach Homoptera Aphididae

Metcalf y Flint (1965), Andrews (1984), Pacheco (1985) y Bujanos y Marin
(1996 y 1997) describieron de manera detallada la biologia y comportamiento de .

algunos de estos insectos. asi como algunas medidas empleadas para su control.

2.4. Palomilla dorso de diamante.

La palomilla dorso de diamante se conoce también con el nombre de "rasquifia” 6
"plutetia” (Rueda y Shelton, 1996). La clasificacion que ha prevalecido para esta plaga
es la propuesta por Monuti (1986):

Orden: Lepidoptera
Familia: Yponomeutidae
Género: Plutella

Especie: P. xylostella L.

Esta es la plaga confaminadora de mayor importancia por su elevado indice de
incidencia (McCully y Salas, 1992). Es originaria del Mediterraneo, centro de origen de
las especies de plantas mas importantes de las cruciferas. Actualmente se distribuye en
diversas partes del mundo en donde se cultivan estos vegetales, en zonas templadas no
puede sobrevivir al invierno. Coloniza las regiones productoras al final de la estacion de

los cultivos o por medio de las plantulas de trasplante que vienen de regiones

[



subtropicales (Bujanos er al., 1993). Es un insecto cosmopolita debido a su gran
capacidad migratoria y a su propagacion rapida a través del hospedero (Andrews, 1984).
En México, esta plaga esta considerada como una de las mas importantes que
ocasiona dafios indiréctos por contaminacion en las regiones productoras de cruciferas.
Se registré por primera vez en México en 1960. atacando cultivos de repolio en
el Valle Yaqui, Sonora (Carrillo, 1966). En la region del Bajio se presento hasta 1986, a
tal intensidad que hubo varios campos con grandes pérdidas economicas (Laborde.

1992).

2.4.1. Descripcién morfologica y reproduccion. _

La palomilla dorso de diamante es un insecto holometabolo, debido a esto pasa
por un estadio pupal entre el estado de larva y el de adulto ( De Viedma ef al., 1985).

Los huevos son de torma oval, color amarillo y miden aproximadamente 0.5 mm,
los cuales son depositados principalmente en el envés de las hojas. Después de emerger
del huevecillo, la larva del primer estadio presenta un color amarillo blanquecino, con la
capsula cefalica obscura v se alimenta del envés de las hojas dejando pequefios agujeros
(Andrews,1984).

Por lo general las larvas del primer y segundo estadio minan entre las capas
cerosas epidermicas de las hojas, mientras que las larvas de tercer y cuarto estadio se
alimentan por el envés consumiendo toda la hoja. Las larvas maduras de cuarto estadio
miden de 8 a 12 mm de longitud y pueden ser de color verde palido, ocre palido,
amarillo claro o castaiio obscuro. La pupa mide de 10 a 12 mm de longitud y presenta un
color amarillo claro., amarillo verdoso, verde claro u obscuro con bandas longitudinales
de color café obscuro. Antes de pupar la larva teje un capullo blanco dentro del cual se
transforma en pupa; esta estructura se adhiere firmemente a diferentes partes de la planta
v es una proteccion fisica contra algunos parasitos o depredadores, ocasionaﬁdo con ello
los dafios en el vegetal, (Bujénos er al., 1993: Martinez, 1996). El estado adulto es una
palomilla pequefia que mide de 1.2 a 1.5 cm de expansion alar, con 0.5 a 0.8 cm de

longitud (Figura 2).
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Figura 1. Proceso de congelado individual instantaneo (Lacedelli y Elizarraras, 1994).



La hembra es color gris pardo oscuro v por lo general es mds grande que el
macho. El macho presenta sobre su parte dorsal un patron de color crema con forma de
tres diamantes. los cuales se distinguen cuando las alas estan plegadas, (Rueda y
Shelton, 1996). Normalmente estan listos para aparearse al atardecer del mismo dia de
su emergencia. Los machos son atraidos a la hembras por medio de feromonas y las
hembras necesitan realizar al menos una copula para quedar debidamente fecundadas.
(Metcalf y Flint, 1965; Pacheco, 1985; Bujanos er a/. 1993). La oviposicion es
estimulada por el apareamiento y la presencia de plantas hospgderas. El periodo pre-
reproductivo (retraso en el periodo de oviposicion) puede incrementarse si la
temperatura maxima se eleva, sobre todo si excede los 33°C, o bien si las fuentes de
alimentacién fueron cruciferas silvestres u hojas de brocoli senescente (Chelliah y
Srinivasan, 1986). Esta plaga tiene mayor tasa de reproduccion y llega al estado adulto
en menor tiempo cuando se alimenta de coliflor, col y brocoli que cuando se alimenta de

otras cruciferas (Rivera ef a/., 1989).

2.4.2. Estructura cuticular de la larva.

La cuticula es la capa que se encuentra en la superficie del cuerpo de la larva,
tiene como funciones principales proteger al organismo de la desecacion, es
impermeable al agua, por lo que minimiza la pérdida de ésta reduciendo la transpiracion,
protege de ataques por microorganismos, pardsitos y predadores, inhibe el crecimiento
de hongos y bacterias, provee proteccion como camuflaje quimico, ya que ciertos
insectos pueden ser similares en su composicion y estructura a los lipides de la
superficie de sus plantas hospederas, como es el caso de la larva de la palomilla dorso de
diamante, en donde la composicion de los lipidos cuticulares, son idénticos a los lipidos
de la superficie de su planta hospedera Brassica oleracea L. (Prado y Valdez, 1990 y
Buckner, 1993).

Prado y Valdez (1990) sefialaron que la cuticula es el conjunto de sustancias
segregadas por las células de la hipodermis que constituyen una capa de espesor y
caracteristicas fisicas y quimicas variables. La cuticula esta formada de los siguientes
estratos de fuera hacia adentro: epicuticula externa, epicuticula interna, procuticula y

estrato de Zchmidt o zona de deposicion.



La epicuticula externa esta formada de lipidos libres que contienen los
principales compuestos alifaticos polares v no polares v que sélo pueden ser extraidos
por solventes organicos. La cantidad v composicion de lipidos cuticulares puede variar
ampliamente entre grupos de insectos. v algunas veces dentro de los estados de
desarrollo de algunas especies (Buckner. 1993). La epicuticula externa es quimicamente
insensible al liquido ecdisial y actua como barrera que deja pasar selectivamente
diversas sustancias.

La epicuticula interna se forma por lipoproteinas estabilizadas con polifenoles.
bajo este estrato se forma la procuticula que contiene basicamente microfibrillas de
quitina incluidas en proteinas y que estan en contacto directo con las celulas de la
hipodermis que constituyen el estrato de Schmidt o zona de deposicion de aspecto

granulado, en donde la cuticula esta siendo apenas formada (Prado y Valdez. 1990).

2.4.3. Control.

Andrews (1984) asentd que el control de esta plaga se dificulta por su tipo de
alimentacion criptica, por la alta prolificidad de la plaga. generaciones cortas, rapida
capacidad de desarrollo de resistencia a insecticidas. v por su capacidad de emigrar
grandes distancias.

El control quimico ha sido cada vez menos eficiente en zonas donde se realizan

- continuas aplicaciones de insecticidas, debido a la habilidad de este insecto para
desarrollar resistencia a diversos grupos toxicologicos; ademas, bajo fuerte presion de
seleccidn por insecticidas acorta su vida. oviposita mas copiosamente v aumenta el
porcentaje de eclosion (Talekar er al,, 1986).

Bajo ciertas condiciones, el parasitoide Diadegma insularis Cresson
(Hymenoptera: Chalcididae) reduce la poblacion de P. xy/ostella, pero no mantiene a la
plaga bajo su nivel de dafio econémico (McCully y Salas. 1592)..

La palomilla dorso de diamante se encuentra expuesta a un gran numero de
factores bioticos y abidticos de moralidad; estos factores ejercen una influencia
considerable sobre la densidad de sus poblaciones, el cuadro 2 muestra los principales

factores de mortalidad segan Lim (1986) v Chelliah y Srinivasan (1986).



Cuadro 2. Princi pales factores de mortalidad de Plutella xylostella L.

Factores de mortalidad Estadios de P. xylostella que se ven afectados.
Bioticos:

Trichogramma confusum Huevecillos, larvas v pupas son parasitados por
Trichogrammatoidea bacire estas avispitas

Crisopas, coccinélidos, chinches, Las larvas son depredadas por estos organismos.

‘
‘

arafias, hormigas.

Hongos, bacterias y virus. Atacan al estado larval.

Pajaros . Depredan las larvas.

Abioticos:

Lluvia Larvas de primer y segundo estadio y adultos.
Temperatura Afecta directamente la sobrevivencia de las pupas.
Humedad Afecta directamente la sobrevivencia de las pupas.
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Figura 2. Ciclo biologico de la palomilla dorso de diamante Plutelia xviosiella L.
Dibujo de Maria del Refugio Vazquez Velasco. .




2.5. Técnicas de tincion.

El proceso de tefiido es la reaccion quimica que se realiza entre un material a
teiir y una sustancia con color (Rasilla &1 al.. 1998). Para favorecer la union de los
colorantes al material se emplean diferentes sustancias de uniéon (mordientes). Los
mordientes que se aplican actualmente son de origen quimico como: sales de alumbre,
cremor tartaro, carbonato potasico, cloruro sodico. acido oxdlico. acido acetico.y
amoniaco {Van de Vrande,1988).

Son diversas las técnicas que se emplean para teflit un gran nimero de
materiales, por ejemplo fibras textiles, artesanias. alimentos, ‘medicamentos, tejidos,
células. cromosomas. entre otros. Sin embargo, no existe literatura suficiente que
muestre alguna técnica de tincion para plagas; Contreras (1998) seflalé que el colorante
sintético Hamado floxina B al ser ingerido posee caracteristicas fototoxicas que son
prometedoras para el control de adultos y larvas de la conchuela del frijol. Epilachna
varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae).

En 1996 se sometio a consideracion un proyecto llamado FIN-D-BUG®. donde
implico un proceso de teflido que permitiera detectar las pupas de la palomilla dorso de
diamante, dicho procesc fue disefiado para hacerlas visibles, para el tratamiento no se
utilizd sustancias nocivas al cuerpo humano, metales pesados, iones toxicos, susiancias
sintéticas (anilinas o plumbaginas), ademas cumplio con los estandares de la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), sin embargo, en México este provecto no
se llevo a la practica debido a que implicd una alta manipulacién del producto v un

elevado costo (Bujanos, 1997 comunicacion personal®).

2.6. La cochinilla.

MacGregor (1976) sefialo que la cochinilla fina es la mas importante, ya que hé
sido y es utilizada como fuente de colorante. La hembra es la que se utiliza para extraer
el colorante. su cuerpo es de forma oval de color rojizo y esta cubierto con una cera a

manera de talco que se desprende con facilidad (Portille y Vigueras, 1997).

¥

? Bujanos M.. R. 1997. Investigador del Centro de Investigacion v Asistencia en Tecnologia de Querétaro.
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Pifia (1977) describié la clasificacién de la cochinilla fina propuesta por Costa en
1835, nombre que ha prevalecido segiin Comstock (1972): Dactyiopins coccus Costa
{Homoptera: Dactylopiidae).

De Lotto (1974), Marin y Cisneros (1977), Portillo (1993), Condefia (1997) y
Espinoza (1998), describieron la biologia de la cochinilla, asi como la importancia que

tiene su cultivo y utilizacion.

2.7. Descripcion y aplicaciones del colorante de Ia cochinilla.
Los cuerpos secos de las hembras son utilizados como materia prima para la
preparacion del pigmento, su principio colorante es el dcido carminico, aislado por

primera vez en estado de pureza por Warren de la Rue en 1847 (Randich, 197%).

2.7.1. Cochinilla seca.

Se forma con los cuerpos secos. casi sin cera, y libres de materiales extraiios. su
calidad varia, ya que depende de la humedad, cenizas. impurezas y del contenido de
acido carminico que no debe ser menor del 10%. Su principal aplicacion es la tincion de

artesanias, ceramica, tejidos de lana y otros (Avila y Remond, 1986).

2.7.2. Extracto de cochinilla.

Es una solucion concentrada que se obtiene después de que se elimina el alcohol
de un extracto acuoso alcohdlico, es de color rojo, su pH es acido (5.0 - 5.5) v su
contenido de acido carminico no menor de 18%. Se emplea para tefir ciertos
medicamentos, productos carnicos, lacteos, vegetales, especias, mermeladas. confiteria,
helados y bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas (Avila y Remond. 1986; Hernandez,
1998). '

2.7.3. Acido carminico.

Debido a lo costoso de su extraccion su uso es mas especifico, a diferencia del
extracto de cochinilla y el carmin. En estado puro su estructura quimica es una
hidroxiantraquinona Ci; Hie Oi3. En medicina se emplea en tinciones bacteriologicas e

histologicas y en la elaboracion de sustancias rastreadoras; también se usa como



indicador quimico de reacciones acido base. de oxido reduccion y como acomplejante de
cationes; asi como en la fotogratia a color y en la fabricacion de pigmentos para artistas

(Hernandez, 1998).

2.7.4. Carmin.
Es una laca alumino-calcica del acido carminico que se obtiene por extraccion acuosa,
en un sustrato de hidroxido de aluminio, con un contenido de acido carminico no menor
del 50%. El carmin puede fabricarse de diferentes colores al variar la sal que se utilice
para formar el complejo metalico del acido carminico. Se utiliza en la industria de
alimentos como colorante en productos carnicos, gelatinas, jaleas, postres, jarabes,
caramelos. goma de mascar. confiteria, bebidas, helados, yoghurt y frutas en conserva.
En la industria cosmética se aplica en los tubos labiales, cremas y polvos faciales.
El carmin tostado y el obtenido por segunda precipitacion con carbonato de sodio

se emplea en pinturas de acuarela (Avila y Remond. 1986).



3. HIPOTESIS
Si el colorante obtenido de la cochinilla se emplea en a tincion de un gran numero

de materiales organicos, entonces podra emplearse para tefiir estados inmaduros (larvas y

pupas) de la palomilla dorso de diamante (Plutella xylostella L.).

4. OBJETIVOS

GENERALES

1. Evaluar técnicas de tincién con pigmento de cochinilla para larvas y pupas de Plutella

wylostella L.

2. Implementar una técnica de tincion de larvas y pupas de Plutella xylostella, para
facilitar su deteccion en las pellas del brocoli durante el proceso de seleccion que se
realiza antes del congelado.

PARTICULARES

1. Determinar el tiempo requerido para la tincion de larvas y pupas de Plutella xylostella

con pigmento de cochinilla (extractos u otros derivados de este insecto).

2. Establecer la proporcion del colorante para su aplicacion en larvas y pupas de Plutella

xylostella.



5. MATERIALES Y METODOS

El estudio incluyd una parte de trabajo en campo, realizando colectas de larvas y
pupas de Plutella xylostella L. para el establecimiento de la colonia. y otra parte en
laboratorio que se realizo en el Departamento de Botanica y Zoologia de la Universidad

de Guadalajara, durante el periodo comprendido de enero a noviembre de 1998

5.1. Descripcién de la zona de colecta.

El material bioldgico de Plutella xylostella se colectd en cultivos de brocoli de la
localidad de Toluquilla. en el municipio de Tlaquepaque, Jalisco. Esta localidad se ubica
ai centro oriente del estado de Jalisco, en las coordenadas 20° 36' 00" de latitud Norte v
de los 103° 21' 68" de longitud Oeste a una altura de 1500 m. s. n. m; limita al Norte con
Tonala, Guadalajaré y Zapopan, al Sur con el Salto y Tlajomulco, al Oriente con Tonalad

y al Poniente con Tlajomulco (An6nimo, 1988).

5.2. Colecta del material biolégico y establecimiento de la cria.

El establecimiento de la cria de P. xylostella se inicié a principios de febrero de
1998, para lo cual se colectaron adultos, pupas y larvas de diferentes estadios en cultivos
de brocoli v coliflor de la localidad de Toluquilla municipio de Tlaquepaque, Jalisco.
Ademas se usaron larvas y pupas de P. xylostella del laboratorio de Biologia de
Entomofagos del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Texcoco, Edo. de México.

El material se mantuvo dentro de una camara de cria provisional, donde se
ajustaron las condiciones ambientales a una temperatura aproximada de 27 °C, una
humedad de 90% v un fotoperiodo de 15:9 h luz:oscuridad.

Bautista et a/.. (1994) mencionaron que la palomilla dorso de diamante se puede
criar tanto en dieta artificial como natural, en la presente investigacion se considero el
empleo de una dieta natural, debido a dificultades en la manutencion de la colonia con
dietas artificiales. La dieta natural para larvas consistié en hojas de col, brocoli y/o

coliflor frescas y lavadas con cloro al 1%, colocadas en cajas de petri con papel fiitro
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para evitar la acumulacion de humedad. Las larvas de P. xplostella se colocaron en
recipientes de plastico de 20.5 x 24 x 10.5 cm, estos recipientes tenian en su cubierta
superior, una abertura rectangular de 6 x 15 cm sellada con tul para su ventilacion. Las
larvas se separaron por estadios (primer, segundo, tercer v cuarto).

A los adultos colectados en campo se les proporciono agua en Vt'rascos pequenos
con una mecha para facilitar su absorcion y gotitas de miel dispersas en el recipiente o
jaula donde estuvieron confinados, ademas también se colocaron hojas de col para que
éstos colocaran sus huevecillos. Las palomillas se colocaron en botes de plastico
transparente cerrados, con sélo un orificio al frente. donde se coloéé una manga para
facilitar su manejo, asimismo en jaulas entomoldgicas de madera de 21.5 x 22 x 20.3
cm, con tres de sus caras cubiertas con tela de organza.

Dentro de los botes y jaulas se colocaron hojas de col v de brocoli sobre cajas de
petri, para que los adultos confinados a la reproduccion empezaran a depositar sus
huevecillos sobre éstas. Los huevecillos se distinguieron como antos amarillos en toda
la hoja y ocasionalmente en las paredes del bote de plastico o alrededor de la caja de

petri donde se depositaron las hojas (Alatorre v Guzman, 1994).

5.3. Bioensayos.

Para realizar los bioensayos se utilizaron larvas ( tercer v cuarto estadio) y pupas
de P. xylostella, no se incluyeron larvas de primer y segundo estadio en las pruebas por
su fragilidad y dificultad de manejo. Para aplicar los tratamientos se utilizo el método de
inmersion. Los tratamientos consistieron de la combinacion de dos estadios de P.
xylostella (larva y pupa). nueve tintés, dos proporciones de cada tinte (1:0 y 1.3 tinte:
agua) y tres tiempos de inmersién (15, 30 y 60 minutos), es decir, 2X9X2X3 igual a 108
tratamientos, cada trafamiento tuvo tres repeticiones por lo que existieron 324 unidades
experinientales. Una unidad experimental estuvo constituida por cuatro larvas o cuatro
pupas, segun el caso. Después de la aplicacion de cada tratamiento se observc')vy registro

la permanencia del pigmento sobre cada unidad experimental.



5.4. Preparacion de los tintes.

Para preparar los colorantes de la cochinilla fueron seleccionadas algunas
técnicas que se emplean en tinciones histologicas y que en su preparacion utilizan
carmin sintético y para este estudio se realizaron algunas modificaciones. Burck (1966)
describieron carmalumbre, carmin de Rawitz, escarlata R y azocarmin. Xandri (s.f)
propuso carmin I. carmin Il y carmin IIl. Hiscox y Hopkins (1990) establecieron la
técnica para el rojo cochinilla. Asi mismo, Portillo y Vigueras (1997) describieron el

extracto acuoso.

S.4.1. Carmalumbre.

La preparacidn de éste consistio en disolver 0.75 g de alumbre amoniacal en 250
mi de agua destilada, posteriormente se afiadieron 0.50 g de carmin (carmin hidrosoluble
al 50%), esta solucion se hirvio por 15 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente
para luego ser filtrada. Se afiadieron 0.25 ml de formol para evitar enmohecimiento. Al

final se obtuvieron 200 ml de este tinte.

5.4.2. Carmin de Rawitz.

La elaboracion consistié en diluir 1 g de carmin (Laca al 65%) y 5 g de alumbre
amoniacal en 370 ml de agua destilada; esta mezcla se dejo hervir por unos minutos v se
enfri0 a temperatura ambiente. después se afiadieron 37.5 ml de glicerina:
posteriormente se volvio a hervir y se dejo reposar por tres dias, transcurrido este tiempo

se filtrd la solucion, para obtener al final 400 mi de este tinte.

5.4.3. Escarlata R 6 Sudin IV.

Este tinte se utiliza en la tincion de grasas, para prepararlo se pesaron 50 g de
cochinilla seca ya pulverizada (en sustitucion del pigmento artificial escarlara R),
después se disolvieron hasta saturacion en una mezcla de 100 ml de alcohol al 50% y
100 ml de acetona a temperatura ambiente. La solucion se dejo reposar por unos minutos

y posteriormente se filtrd para su posterior uso. Se obtuvieron 200 ml de tinte.



5.4.4. Azocarmin.

Para su preparacion se pesaron 0.20 g de cochinilla seca v molida (en sustitucion
de azocarmin G), después se disolvieron en 200 ml de agua destilada, posteriormente
esta solucion se calentard a 56°C y se dejo hervir por un lapso de 15 a 20 minutos,
despueés se enfTio a temperatura ambiente y se filtro, a esta solucion filtrada se le afiadio
1 ml de acido acético puro para evitar enmohecimiento. El total de tinte obtenido fue

200 mi.

5.4.5. Carmin L
Se preparé en un vaso de precipitado una mezcla de 333 g de cochiniila
pulverizada en un litro de agua destilada, después se dejo hervir durante 1S minutos,
posteriormente se afiadieron 4 g de cremor tartaro y se mantuvo hirviendo durante 10
minutos mas, ademas se adicionaron 2 g de alumbre y se dejo hervir 2 minutos mas.
La mezcla obtenida se vacio en recipientes poco profundos v se dejo reposar un
dia, el carmin que se precipito durante el reposo se lavo con agua caliente y se seco

en la sombra. Al final se obtuvieron 8 g de carmin’.

5.4.6. Carmin II.

Para su preparacion se colocaron en un vaso de precipitado 10 g de cochinilla
pulverizada en 400 ml de agua destilada, se mezclaron y se sometieron a ebullicion
durante dos horas, después se adicionaron 0.9 g de nitrato de potasio, se continuo la
ebullicion durante 3 minutos. ademas se afiadieron 1.2 g de oxalato acido de potasio
y se dejo hervir 10 minutos mas. Se retiro del fuego para que reposara durante 15
minutos, posteriormente se cambio el liquido y se dejo reposar en recipientes planos
durante 3 semanas, al cabo de ese tiempo se decantd el liquido cubierto de mohos. se
lavo con agua el carmin que se precipitd y se seco a la sombra. Al final se obtuvieron

3 g de carmin.

* Se diluyeron 2 g de cada uno de los carmines obtenidos en 200 mi de agua para su aplicacién .
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3.4.7. Carmin IIL

Se prepard una solucion de 10 g de cochinilla pulverizada en 400 ml de agua
destilada con 0.14 g de carbonato sédico, después se sometio a ebullicion durante 20
minutos, posteriormente se agregaron 0.48 g de alumbre y 0.08 g de crémor tartaro.
Esta solucion se dejo reposar el tiempo necesario para que la cochinilla se depositara
en el fondo y después de 15 minutos se paso el liquido rojo obscuro a través de un
tamiz de seda, el tinte se mantuvo en reposo nuevamente hasta que se sedimento la
cochinilla v se repirio la misma operacion. La cochinilla que: se obtuvo sedimentada

se dejo secar en recipientes planos. El total obtenido fue 2.5 g de carmin.

5.4.8. Rojo cochinilla.

Para su preparacion se pesaron 10 g de cochinilla en polvo, 0.14 g de carbonato
potasico, 0.08 g de cremor tartaro. 0.48 g de alumbre. Posteriormente, se disolvio el
carbonato potasico en 400 ml de agua destilada y se agrego la cochinilla, después a
los dos dias de reposo se agregd el cremor y el alumbre y una vez terminada la
efervescencia se filtro la mezcla. El residuo obtenido se lavo con agua caliente y
después se agrego al liquido obtenido 60 ml de etanol al 96 %. Al final se obtuvieron

2 g de carmin.

5.4.9. Extracto acuoso.
Se prepararon 10 g de polvo con los cuerpos secos y limpios de las cochinilias,
éste se mezcld en 100 ml de agua destilada durante 24 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se puso a hervir durante 15 minutos, después se filtrd con

un pafio de algodon v se obtuvieron 95 mi de este extracto.

2.5, Determinacion del contenido de acido carminico.

Una vez preparados cada uno de los tintes, se determiné el contenido de acido
carminico (materia colorante) de cada uno mediante una técnica peruana modificada

(Vigueras, 1998), y consistio en lo siguiente: Se obtuvo una muestra (0.025 g) de la
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cochinilla previamente molida, la cual se empled en la preparacion de cada tinte de
acuerdo a las técnicas establecidas, la muestra se transfirio a un tubo de ensaye con 75
ml de HCI 2N. La solucion se mezclo y se calento a baifio maria por 30 minutos. después
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se vertio a un matraz de 250 ml para aforar con
agua desionizada y luego filtrar. Se desecharon los primeros 50 ml y se tomd una
alicuota de 25 ml, para la lectura de la muestra se empled el espectrofotometro a 494
nm. El contenido de acido carminico se expresd en porcentaje y se obtuvo al aplicar la

formula siguiente:
A

— x100
1.39

% de acido carminico =

A = absorbancia de la muestra.

1.39 = absorbancia del acido carminico al 100%.

5.6. Criterio de tincion para larvas y pupas.

Se considerd larva teiiida aquella que presentd en su superficie tinte adherido y
con coloracion rojiza. Las pupas que se consideraron como tefiidas. fueron aquellas que

presentaron su capullo tefiido de color rojo intenso o tenue.

5.7. Pruebas preliminares en bricoli.

Se observo que pigmentacion presentaban las pellas de brocoli expuestas a cada
uno de los tintes mediante inmersion, las pellas se cortaron en cada uno de sus floretes
(cabezas florales) y se tomaron de tres a cuatro floretes para cada unidad experimental
sin repeticiones. Los tiempos de inmersion fueron 15 y 30 minutos. se utilizaron las

siguientes proporciones: 1:0, 1:3,1:4, 1:5, 1:6 v 1.7 tinte: agua.

5.8. Analisis estadistico.

Para el analisis de los datos se emplearon pruebas no paramétricas, ya que los
datos que se obtuvieron fueron de tipo cualitativo. Debido a esto se empled un analisis

de varianza por rangos de Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann-Witney (Daniel.



1997). Estas pruebas de la estadistica no paramétrica tratan de probar si los valores
observados experimentalmente estan de acuerdo con los valores esperados (Reyes.

1990).

o
(%)



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Evaluacion de los tratamientos sobre larvas de P. xylostella

Al aplicar la prueba de Kruskal Wallis y U de Mann Witney a las variables tintes.
proporcion y tiempo, se detectaron diferencias significativas (P< 0.05). Sélo algunas
larvas que permanecieron inmersas durante 60 minutos en los tintes carmin II (6) y rojo
cochinilla (8) en cualquiera de las proporciones, lograron tefiirse de manera tenue
(Figura 3), en el cuadro 3 se muestra el numero de larvas teiidas. Ninguna otra
combinacion de variables (tintes. proporciones y tiempos de inmersion) logro que los

tintes se adhirieran a la cuticula de las larvas (Figura 4).

Cuadro 3. Larvas tefiidas con los nueve tintes durante 60 minutos.

Tinte Larvas
Proporcion  (agua: tinte)
1:0 1:3
1. Carmalumbre 0 0
2. Carmin de 0 0
Rawitz
3. Escarlata R 0 0
4. Azocarmin 0 0
5. Carmin | ’ 0 0
6. Carmin II 12 12
7. Carmin II{ 0 0
8. Rojo cochinilla 24 24
9. Extracto acuoso 0 0

Se emplearon 36 larvas para cada tratamiento.

Figura 3. Larias tefiidas con los tintes a) carmin II v b) rojo cochinilla.



1_etras iguales no son significativamente ddferentes.

Numcro de¢ Larvas

Figura 4. Numero de larvas tefiidas con cada una de los tintes elaborados con

pigmento de cochinilla.

Quizas se debid a que la mayoria de los organismos estan cubiertos de complejas
mezclas de componentes cuticulares en estado vivo; Buckner (1993) menciond que las
larvas presentan una epicuticula que contiene lipidos cuticulares en cantidades de hasta
un 82% o mas. Asi mismo, Prado y Valdez (1990) asentaron que estos lipidos
cuticulares se mezclan con otros compuestos como hidrocarbonos saturados e
insaturados, ésteres cerosos, alcoholes, aldehidos, acetonas y acidos grasos, que otorgan
mayor complejidad a su cuticula, y que actilia como barrera de proteccion al agua y a
otras sustancias. La cera de la superficie del cuerpo de la larva tiende a asegurar un
microambiente Optimo en su cuerpo, controla la temperatura y humedad. y ademas
proporciona proteccion contra medios de estrés causado por plaguicidas. contaminacion
(Zapata, 1970; Bursell, 1974; Buckner, 1993) y posiblemente a los colorantes que se
emplearon en este trabajo, ya que no permitio la adhesion del tinte en la superficie de la
larva.

Los anlisis realizados para las variables proporcion y tiempo, fueron también
diferentes significativamente (P< 0.05) en los tintes carmin 1 y rojo cochinilla. La
proporcion 1:0 (tinte: agua) fue mejor que 1:3 (tinte: agua). Respecto al tiempo en que

permanecieron inmersas las larvas en el tinte, se observd que fueron necesarios 60
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minutos para pigmentarlas. Los tiempos de 15 y 30 minutos no resultaron idoneos para

el tefiido de éstas (Figura 5).

tLeuas ipwles no difieren signi Gcativamente.

BCarmin 11
EIRojo cochinilia

(]
=3

Tiempo (minutos)
g

—
=
—

=3

Proporcién (tinte:agua)

Figura 5. Resultados obtenidos de acuerdo al tiempo con las proporciones y
tintes empleados.

6.2. Evaluacion de los tratamientos sobre pupas de P. xylostella.

Al aplicar la prueba de Kruskal-Wallis a las variables tintes, proporcion.y
tiempo, se detectaron diferencias significativas (P< 0.05). Los tintes denominados
carmalumbre (1), carmin de Rawitz (2), escarlata R (3), azocarmin (4), carmin I (5),
carmin I (6), carmin OI (7) y rojo cochinilla (8), fueron las que mejor tiﬁeron a las

pupas (Figura 6). El tinte extracto acuoso mostrd ser menos eficiente para tefiir pupas

(Figura 7).
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Figura 6. Pupas tefiidas con cualquiera de los siguientes tintes a) carmalumbre,

carmin de Rawitz y rojo cochinilla. b) escarlata R, azocarmin, carmin I

carmin II y carmin ITL

90 1 Letras iguales no son significativamente diferentes,

80 A A A A A A A A

Nimero de Pupas

Tintes

Figura 7. Numero de pupas tefiidas con cada una de las tintes elaborados con pigmento
de cochinilla.
Respecto al tiempo se requiere de 30 minutos para tefiir mejor las pupas con el
tinte extracto acuoso (9) que con 15 minutos (Figura 8). Las proporciones 1:0 y 1:3
(tinte:agua) son iguales, al observarse que ambas lograron teiiir las pupas en cada una de
los nueve tintes empleados, sin embargo, presentaron diferencias en cuanto a la
intensidad del color fijado, esto al parecer es logico, ya que una proporcidn con mayor

contenido de tinte (1:0 tinte:agua) pigmenta mas, a diferencia de la otra que fue
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mezclada con agua (1:3 tinte:agua). Con base a estos resultados y desde el punto de vista
economico es mas recomendable utilizar la proporcion 1:3 (tinte:agua) en los mejores
tintes.

Los resultados antes mencionados, indican que posiblemente el pigmento de la
cochinilla por ser un colorante que tifie fibras naturales (animales y vegetales) y [a pupa
por estar cubierta por una fibra animal (seda) tuvo mayor afinidad al colorante (Van de
Vrande, 1988; Ross. 1990; Stralen, 1990). La composicion de la seda presenta una serie
de cadenas de moléculas proteinicas unidas unas a otras por puentes salinos.
hidrogenados y sulfurados. el rompimiento de esta cohesion por parte de compuestos
llamados mordientes, debieron permitir el tefiido de la fibra (Tlapanochestli. s.f.). Estas
reacciones al parecer ocurren al utilizar agua, sales metélicas y acidos o bases (Van de
Vrande, 1988), v algunos de estos reactivos fueron empleados en la preparacion de los
tintes como alumbre, nitrato de potasio y oxalato acido de potasio. quizas esto
contribuy6 a que el pigmento tifiera las pupas de manera rapida y facil. Ademas se tiene
comprobado que los reactivos antes mencionados son utilizados como mordientes para

fijar el pigmento en muchas otras fibras naturales.

35 41— B Proporcion 1:0

ElProporcién 1:3

Tiempo (minutos)

Tintes

Figura 8. Resuitados obtenidos de acuerdo al tiempo con las proporciones y tintes
empleados.
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6.3. Determinacion del contenido de dcido carminico de cada tinte.

Los resultados obtenidos respecto a la determinacion del porcentaje de acido
carminico en cada tinte se muestran en el cuadro 3.

Se observo que estos contenidos aparentemente no influyeron en la tincion de
larvas v pupas del insecto en estudio; ya que el tinte denominado carmin Il con un
contenido de 64.38% tifid de manera similar al tinte escarlata R con 12.08%: va que se
hubiera esperado que el carmin I} debio haber tefiido con mayor intensidad que el

escarlata R.

Cuadro 4. Determinacion del contenido de acido carminico en los nueve tintes.

Tinte Absorbancia Acido carminico (%)
1. Carmalumbre 0.404 29.06
2. Carmin de Rawitz 0.502 36.11
3. Escarlata R 0.168 12.08
4. Azocarmin 0.186 13.38
5. Carmin | 0.517 37.19
6. Carmin IL 0.815 58.63
7. Carmin III 0.895 64.38
8. Rojo cochinilla 0.762 5482
9. Extracto acuoso 0.375 26.97

6.4. Resultados para las pruebas preliminares en brécoli.

En las pruebas preliminares, se observo el efecto de tincion en los floretes del
brocoli en funcion de los tintes, proporcién y tiempo.

Estas pruebas arrojaron que soélo se tifieron los bordes de los tallos donde se
realizaron los cortes y no fue de manera uniforme, porque dependio del tinte, proporcion

y tiempo empleados como puede observarse en el cuadro 5.
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Cuadro 5: Tincion de los bordes de los tallos de brocoli con los nueve tmteBl[BL}{OTEC A CENIRAL

en seis pro porcxones

Tinte Proporciones (tinte:agua)

Rojo cochinilla

1. Carmalumbre A A A B B B
2. Carmin de Rawitz A A A B B B
3. Escarlata R B B B C c C
4. Azocarmin B B B C c C
5. Carmin I B B B C C C
6. Carmin II B B B C c C
7. Carmin III B B B C c ¢C
8. A A A B B B
9 A A A B B B

Extracto acuoso

Simbologia: A= intenso B=regular C=tenue

Estos resultados son favorables para la presente investigaciém ya que cuando hay
tinéi()n, solo afecta los bordes de los tallos en donde se realizan los cortes de los floretes, no
tifien otra parte del vegetal porque su superficie es cerosa e impide la penetracion del tinte.

Cuando el borde del florete es tefiido de manera intensa o regular, se necesitara
realizar unicamente un corte delgado de la parte afectada para su posterior tratamiento o

comercializacion.

Figura 9. Floretes de brocoli tefiidos con azocarmin, carmin I, carmin II y carmin IIL



Figura 0. Floretes de brocoli teiidos con carmin de Rawitz, carmalumbre y rojo
cochinilla



7. CONCLUSIONES

Con base en la investigacion realizada, se puede concluir lo siguiente:

1. El pigmento de la cochinilla puede ser utilizado en la tincién de larvas Yy pupas de

Plutella xylostella L. en las pellas del brocoli.

2. Los mejores tintes para larvas de la palomilla dorso de diamante fueron carmin II y rojo

cochinilla, con la proporcion 1:0 (tinte: agua) durante 60 minutos.

3. Para la tincion de pupas, los tintes carmalumbre, carmin de Rawitz, escariata R,
azocarmin, carmin I, carmin II, carmin I y rojo cochinilla, tifieron el nimero total de
pupas empleadas en cada unidad experimental, con la proporcion 1:0 y 1:3 (tinte: agua),

en cualquiera de los tiempos de inmersion: 15, 30 6 60 minutos.

4. Al aplicar los tintes en los floretes del brocoli, solo se observo que estos pueden tefiir
los bordes de los tallos que quedan expuestos por la realizacion de los cortes. Los
tiempos de inmersion no influyeron en la tincidn de los bordes, pero si la proporcion del
tinte. Con las proporciones 1:0, 1:3 y 1:4 (tinte: agua), se logrd tefiir con mayor
intensidad a los bordes de los tallos, en comparacion con las proporciones 1:5, 1:6 y 1:7

(tinte: agua), que tifieron en menor intensidad.



[S°]

(%)

8. RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre otras técnicas de tincion que permitan tefiir las larvas de

manera eficiente y en un menor tiempo.

Realizar investigaciones que analizen el pigmento de la cochinilla sobre el brocoli.

Se requiere evaluar la permanencia del tinte en otras plagas de las cruciferas que
presentan el problema de “presencia contaminante”. como el pulgon verde de la col;
estados inmaduros (larvas y pupas) de otros lepidopteros como el gusano de la col y

falso medidor.
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