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RESUMEN.

Se muestred la poblacion de Zelus longipes en un area de 7.16 m? de jardin
compuesta de plantas de Murraya paniculata, con altura de 1.14 m, con el objetivo
de determinar su densidad de poblacion y su efecto como factor de control de
poblaciones de Diaphorina citri; para esto se realizaron tres conteos durante el dia
(8-9 AM, 11-12 AM, 4-5 PM) Se contabilizaron adultos y ninfas de diferentes instares.
También se evalud en laboratorio la capacidad de Z. longipes como depredador en
estado adulto y ninfa de 1° instar contra huevos, ninfas y adultos de D. citri. Para las
observaciones en depredacion, se utilizaron frascos con plantas de M. paniculata
como hospedero donde se colocaron de manera separada huevo, ninfa en diferentes
instares y adultos de D. citri, posteriormente se colocé un adulto o ninfa 1° instar de
Z. longipes segun el tratamiento. La actividad de depredacion se registré durante 8
dias consecutivos contabilizando namero de D. citri depredadas. Los resultados
obtenidos de las observaciones en la poblacién de Z. longipes mostraron que la
poblacion observada estuvo constituida por un 40.9% de ninfas de diferentes instares
y 59 % de adultos. Se observaron mas individuos de Z. longipes en el periodo de 8-
9 AM, posteriormente en el de 4-5 PM y finalmente de 11-12 AM con porcentajes de
38.9%, 31. 8% y 29.1 % respectivamente. En los resultados de depredacion, Z.
longipes en ninfa de 1° instar consumié 8 % de adultos, 6% ninfas y 2% de huevos
del 100% de D. citri proporcionados en las jaulas para consumo. Los resultados de
depredacion de Z. longipes en estado adulto demostraron que consumen 33 % de
adultos, 4 % ninfas y 1 % de huevos de D. citri. También se evalu6 la mortalidad
causada por el hongo Hirsutella citriformis en adultos y ninfas de diferentes instares
de D. citri, utilizando 4 métodos de aplicacion; exposicion a insectos micosados por
H. citriformis, infeccidn por contacto directo de H. citriformis cultivado en medio PDA
sin produccién de sinemas, suspension de conidias en agua, e infeccion por contacto
con sinemas producidos in vitro de H. citriformis. Se evalu6 la mortalidad
diariamente de 8 a 14 dias, dependiendo de la forma de aplicacion. Como ultima
evaluacion se sembrd H. citriformis en granos de trigo, avena y arroz en botellas de

cristal y bolsas de plastico para observar el desarrollo del hongo en estos sustratos.



En la produccién de H. citriformis en bolsas con granos de trigo, se obtuvo una
produccién de 7.6 x 10 ° conidias por gramo de sustrato, la produccion de botellas
con granos de arroz, trigo y avena se obtuvo una produccién de 3.2 x 10 7, 4.9 x 10,
5.9 x 10 ” por gramo de sustrato en el orden del grano.

La mortalidad causada por las diferentes aplicaciones H. citriformis fue de 91% de
mortalidad a los 9 dias cuando la infeccion fue causada por contacto de sinemas de
H. citriformis; en la infeccion por contacto directo de H. citriformis en PDA la
mortalidad fue de 72%. En ninfas de estadios diferentes de D. citri se obtuvo una

mortalidad del 95% después de 8 dias de la infeccién.

Palabras clave: Diaphorina citri, depredacion, Zelus longipes, mortalidad, Hirsutella
citriformis.



ABSTRACT

It observed a garden area consists of plants Murraya paniculata with the following
measures, with plant height of 1.14 m and an area of 7.16 m, in order to determine
the population density of Zelus longipes, and their efficiency as the main factor to
decrease populations Diaphorina citri, were made during the day three observations
made of 8-9 am, 11-12 am and 4-5 pm were counted, unknown age adults and
nymphs of different instars .Also evaluated in the laboratory the ability of Zelus
longipes as a predator in adult and nymph 1 against the three biological states
Diaphorina citri. To carry out the observations of predation, were used bottles with
plants M. paniculata as a host where they were placed in form separate eggs,
nymphs at different instars and adults of D. citri, was put an adult and nymph 1 of
Zelus longipes in form separated by treatment. The results on predation were

observed for 8 consecutive days counting the number D. citri depredated.

Was also evaluated mortality caused by the fungus Hirsutella citriformis in adults and
nymphs of different instars of D. citri, evaluated 4 methods of application; Insect
Exhibition with infested by H. citriformis, infection by direct contact of H. citriformis in
PDA, H. citriformis a dilution in water, contact infection of H. citriformis with sinema.
The mortality was assessed daily for 8 to 14 days depending on the application form.
And as a final assessment citriformis Hirsutella were seeded in wheat grains, oats

and rice in glass bottles and plastic bags.

The results of the observations in the population of Zelus longipes showed that the
maximum population was observed in nymphs of different instars with 59% and
40.9% in adults, Z. longipes was observed more in the morning, noon ,finally at

afternoon and with rates of 38.9%, 29.1% and 31.8% respectively.

Results in predation, in nymph 1of Z. longipes discloses that reached their highest
rates were of 8%, 6% and 2% on adult, nymph and egg of D. citri, respectively, the
results of predation Z. longipes adult show 33 %, 4% and 1% , in D. citri adult,

nymph and egg .



In the production of H. citriformis in bags with grains of wheat, we obtained an output
of 7.6 x 10 6 conidia per 1 gram of substrate, production in bottles with grains of rice,
wheat and oats yielding we obtained an output of 3.2 x 10 ’, 4.9 x 107, 5.9 x 10 ’ per

gram of substrate in the order of the grain.

Regarding the mortality caused by different applications of H. citriformis the best
results were observed in adult of D. citri infection caused by contact with synemmata
of H.citriformis with 91% mortality at 9 days, then the infection by direct contact of H.
citriformis in PDA with 72%, and for nymphs of different instars of D. citri was

obtained a mortality of 95% in 8 days.

Key words: Diaphorina citri, predation, Zelus longipes, mortality, Hirsutella citriformis.



INTRODUCCION.

Los citricos son las frutas de mayor importancia a nivel mundial, ya que
representan alrededor del 22% de la produccién total de frutas; le siguen los
platanos, otras frutas tropicales y las pomaceas. En la Fig.1 se observa que la
produccion mundial de naranjas contribuyd con el 55 % del total de citricos (177
millones de toneladas), en 2007, siguiéndole la mandarina, (24%) %, limas y limones
(11%) la toronja (4%) y otros citricos con el 6% restante. (FAO, 2009).

4%

W NARANJAS

W VANDARINAS
LIMAS Y LIMONES
TORONJAS

B OTROS CITRICOS

Figura 1. Produccion mundial de citricos FAO, 2009.

China es el principal productor de mandarina, clementina y tangerina; India de
lima y limoén; Brasil de naranja; mientras que Estados Unidos de toronja. Para el
conjunto de citricos, México ocupa el cuarto lugar en la produccién a nivel mundial
después de China, Brasil y Estados Unidos (SIAP, SAGARPA, 2009).

México destaca en tercer lugar en produccién de naranja, en produccion de
Limon se encuentra en segundo lugar detras de la India, para el caso de toronjas y
pomelos se coloca detras de Estados Unidos, China y Sudafrica (Diznarda, 2010).

Sin duda los citricos constituyen uno de los Sistemas Producto mas
importantes, que intervienen decisivamente en la economia de los estados de
Veracruz, San Luis Potosi, Tamaulipas, Nuevo Leo6n, Colima, Oaxaca, Tabasco,
Yucatan, Sonora, entre otros (Fig. 2).El HLB es la enfermedad mas devastadora
hasta ahora para los citricos del mundo (INCA Rural / SAGARPA 2011



No existe a la fecha un método de control para esta enfermedad; el Unico tratamiento
consiste en eliminar los arboles infectados y controlar al vector (CNAS, 2007),
basicamente suprimiéndolo con insecticidas (Sparks, 2008). De aqui radica la
importancia de controlar tanto la Diaphorina citri como la enfermedad que transmite
(FAO, 2009).

El Huanglongbing (HLB) ha ocasionado la muerte de 23 millones de arboles
de naranja y mandarina en Asia; 10 millones en Africa; 3 millones en Brasil y 450 mil
arboles en los Estados Unidos (SENASICA, 2011).

El HLB se localiza en algunas zonas citricolas de paises de Asia y Africa, en
Cuba, Republica Dominicana, Brasil y Belice y México, asi como en los estados de
Florida, Luisiana y Carolina del Sur en Estados Unidos.(SAGARPA, 2011)
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Figura 2.Produccién y superficie sembrada en México en el 2009.

La bacteria (Candidatus Liberibacter asiaticus) causante del HLB se ha detectado en
los siguientes estados (Fig. 3): Yucatan (6 de Julio 2009); Quintana Roo (14 agosto,
2009); Nayarit y Jalisco (1° de Diciembre, 2009); Campeche (17 marzo, 2010);Colima
(15 abril, 2010); Sinaloa (2 Junio, 2010), Michoacan (10 de Diciembre, 2010) y
recientemente Chiapas(1° deMarzo,2011).(SENASICA, 2011).
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Figura 3. Distribucion de Huanglongbing (HLB) en México, 2011.

De manera clara, realista y objetiva se consideran como muy severos los
dafios econdémicos que esta enfermedad causaria, razon por la cual es urgente
implementar una alternativa de control, considerando como objetivo clave el control
del insecto D. citri como principal vector que propaga la enfermedad.Por lo tanto el
manejo integrado es la forma més racional de luchar contra este insecto plaga. Dicho
manejo consiste en la combinacién e integracion de todas las técnicas disponibles
para aplicarlas en forma armoniosa e impidiendo dafios de importancia econémica a
los cultivos (Bellotti et al., 2002).

Dentro del manejo integrado se presenta el control bioldgico y el control
microbial como alternativas para el control de este insecto, donde se analiza el uso
de enemigos naturales (fauna benéfica) tal como la chinche Zelus longipes y de
microorganismos entomopatdgenos como es el caso de hongos especificamente de
Hirsutella, considerando el manejo ecolégico de los recursos, y evitando la

contaminacion ambiental, logrando verdaderamente un manejo sustentable.



. Muestrear la poblacion de Zelus longipes y determinar su fluctuacién en

ninfas y adultos.
. Evaluar la capacidad depredadora de adultos y ninfa 1 de Z. longipes sobre
adultos, ninfas de diferentes instares y huevos de Diaphorina citri en

condiciones de laboratorio.

. Comparar la produccién de Hirsutella citriformis en tres diferentes sustratos y

determinar el mejor sustrato para la produccion de conidias.

. Evaluar la mortalidad de D. citri en 4 métodos de aplicacién de H. citriformis.



LITERATURA REVISADA.

Clasificacion taxondémica de Diaphorina citri.

Se han reportado cinco especies de Diaphorina en Citricos: D. punctulata, D.
zebrana en Swazilandia (Africa), D. auberti, D. amoena en Islas Comoros y D.
communis en la India, aunque estas son consideradas de poca importancia como

vectores del HLB.

Sin embargo D. citri es reportada como el vector mas eficiente de esta
enfermedad (Tsai et al., 2002) y es la que a continuacion de describe:

Orden: Hemiptera.
Suborden: Sternorrihyncha.
Superfamilia: Psylloidea.
Familia: Psyllidae.
Género: Diaphorina.

Especie: Diaphorina citri Kuwayama.

(Triplehorn y Johnson, 2005)

Kuwayama describié a la especie por primera vez en 1907, de especimenes

obtenidos en Shinchiku, Taiwan.



Descripcion de Diaphorina citri.

Tal como se observa en la Fig. 4, los adultos miden de 3-4 mm de largo,
cabeza café, cuerpo café moteado, ala anterior mas amplio con la mitad apical, con
manchas, y con una banda de color café que se extiende alrededor de la periferia de
la mitad exterior del ala, la banda ligeramente interrumpida cerca del 4pice; antenas
con la punta negra y dos pequeifla manchas cafés en los segmentos medio,
cubiertos de secrecion blanquecina y cerosa (Cermeli et al., 2000).

UGA5312097

Figura 4. Adulto de Diaphorina citri Kuwayama.

Los huevos son de forma ovoide con prolongacion en las puntas, de color
amarillo anaranjado y miden aproximadamente de 0.3 a 0,2 mm de longitud. Recién
colocados son de color amarillo claro, torndndose anaranjados préximos a
eclosionar. Estos son puestos en el extremo de los apices de los brotes o en los
primordios foliares (Fig. 5); apareciendo con frecuencia un gran nimero de huevos
en una misma rama. Las hembras son capaces de ovipositar hasta 800 huevos

durante toda su vida. (Chavan y Summanwar, 1993)

Los huevos recién ovipositados son de color amarillo mate se tornan de
amarillo naranja a medida que se acerca el momento de la eclosion, tienen forma
almendrada y son colocados en el brote joven, cuando estd en fase de punta de
lanza (Chiou-Nan Chen, 1998; Etienne et al., 2000; Fernandez, 2005).



La cantidad de huevos depositados depende de la planta hospedante, por
ejemplo, en toronja se ha encontrado una media de 857 huevos por hembra,
mientras que en limén es de 572. Cuando la temperatura es de 25 °C la eclosion de
los mismos ocurre a los 4 dias (Chiou-Nan Chen, 1998, Y.H. y Tsai, H. 2000).

En condiciones de insectario a 25- 26 °C las hembras depositan 8 huevos
diarios y el desarrollo ninfal toma 11-15 dias, el desarrollo desde huevo hasta adulto
requiere de 16 a 17 dias a una temperatura de 25° C. (EPPO, 2007).

Universidad Antonio Narro, Ana Reyes Mtz.

Figura 5. Huevos de D. citri.

Las ninfas tienen 5 instares los cuales son finalizados de 11 a 15 dias; estas
ninfas son aplanadas dorsoventralmente, de color anaranjado amarillento, el primer
instar del insecto mide 0.25 mm de longitud y el dltimo de 1.5 a 1.7 mm, sin manchas
abdominales, con esbozos alares abultados (Fig. 6)



Universidad Antonio Narro, Ana Reyes Mtz.

Figura 6. Ninfas de D. citri.

Son sedentarias, forman colonias con un niumero de individuos variable, hasta
cientos. Las ninfas del quinto estadio dan lugar a adultos machos y hembras. Todo
el ciclo de vida del insecto toma entre 15 a 47 dias, dependiendo de la temperatura

(Chavan y Summanwar, 1993)

Biologia y ecologia de Diaphorina citri.

Estos insectos se alimentan por el envés de las hojas, aunque cuando hay
altas poblaciones, se les puede observar formando grupos tanto en el haz como en el
envés. En el adulto se les puede reconocer por la posicion que adoptan durante la
alimentacion, donde la cabeza esta pegada a la superficie de la hoja, mientras que el
extremo distal del cuerpo esta levantado, formando un angulo de 30 a 45 ° con

respecto a la superficie (Grafton- Cardwell, 2007).

Los adultos se muestran activos cuando son molestados y realizan saltos
cortos de una hoja a otra (Etienne et al., 2001). El rango Optimo de temperatura para
el desarrollo del psilido esta entre 25-28°C. (Liu y Tsai 2000).



El aparato genital permite la distincion entre los sexos. El dimorfismo sexual, a
pesar de no ser muy acentuado, permite distinguir al macho de la hembra por
presentar los 0jos compuestos mas rojizos y el abdomen pequeiio (Fernandez et al.,
2005).

University of Florida, Ana Reyes Mtz.

Figura 7. Ninfas de D. citri con excretas (mielecilla) conocidas cominmente como

salerillo.

Se sefiala una longevidad promedio para la hembra de 39.6 a 47.5 dias a una
temperatura de 25°C, con la caracteristica particular de que en ocasiones pueden
vivir por varios meses esperando hasta que llegue el periodo de brotacion de las
plantas hospedantes. Los apareamientos se realizan después de uno a tres dias de
la emergencia y en condiciones favorables, caracterizadas por la presencia de brotes
en las plantas. Un dia después del apareamiento comienza la oviposicion,
caracterizando el abdomen de la hembra con una coloracién de amarillo a naranja
brillante. (Etienne et al., 2001).

Los adultos se pueden encontrar en condiciones naturales durante todo el
afo, depositando huevos donde quiera que haya brotes disponibles. A causa de la
corta duracion del ciclo del desarrollo, pueden observarse rapidamente numerosas

ninfas que dan lugar a los adultos, los cuales se presentan en una menor cantidad,
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en virtud de que se mueven hacia otros brotes para depositar sus huevos luego de la
copula y continuar la infestacion. Otro elemento a resaltar es que existe buena
sincronizacion entre el desarrollo de brotes y el ciclo de vida de estos insectos, por lo
que los brotes en crecimiento constituyen un factor fundamental en el

comportamiento de la especie (Fernandez, et al., 2005).

Este psilido no tiene diapausa y sus poblaciones declinan en los periodos en
que las plantas no estan en brotacion. Tanto las altas como las bajas temperaturas
son perjudiciales para el incremento de su densidad poblacional (Atwal, 1968).

El HLB y sus sintomas en citricos

El Huanlongbing (HLB) es una enfermedad infecciona y mortal de los citricos
causada por la bacteria fastidiosa, Candidatus Liberibacter asiaticus, que es
transmitida por Diaphorina citri al alimentarse de la savia de sus plantas hospederas.

Los sintomas mas frecuentes en son el moteado asimétrico difuso en hojas,
brotes cloroéticos, frutos deformados con la columela torcida, semillas abortadas y
rojizas, pedunculo hundido y haces vasculares de color amarillo intenso (Fig. 8). En
menor frecuencia se observan deficiencias nutricionales, aspecto esparcido de la

copa, hojas con nervios engrosados o necroticos y caida de frutos.

Figura 8. Sintomas caracteristicos del HLB en citricos.
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Plantas hospederas de Diaphorina citri y de Candidatus Liberibacter.

Existen numerosos hospederos de D. citri y de la bacteria que transmite
(Candidatus Liberibacter), sin embargo en los que se ha reportado con los sintomas
mas graves son en naranjos (Citrus sinensis), mandarinas (Citrus reticulata) y
tangelos (Citrus reticulata), los sintomas menos graves se manifiestan en los limones
(Citrus limon), toronjas (Citrus paradisi, Citrus limonia, Citrus limettioides) (McClean
& Schwarz, citados en EPPO 1990).

Otros autores afirman que los sintomas se expresan de forma mas severa en
los siguientes hospederos; naranja dulce (Citrus sinensis [L.] Osbeck), mandarinas
(Citrus reticulata Blanco) y tangelos; moderados en Citrus grandis [L.]) Osbeck,
limones (Citrus limon [L.] Burm) y naranja agria (Citrus aurantium L.), mientras que
las afectaciones son pocas o inexistentes en naranja trifoliata con sus hibridos, lima
mexicana (Citrus aurantifolia [Christm.] Swingle) y toronja o pomelo (Citrus paradisi
Macfad); sin embargo, se han encontrado reportes de afectaciones importantes en
casi todos los cultivares en diversas regiones del mundo (INISAV, 1999).

Otros hospederos en los también se ha observado; Cuscuta australis R. Br.
(Convolvulaceae, Cuscutaceae) Fortunella spp. Limonia acidissima L. Microcitrus
australasica (F.J. Muell.) Swingle Murraya koenigii (L.) Jack, Poncirus trifoliata (L.)
Raf. Swinglea glutinosa (Blanco) Merr., Toddalia lanceolata Lam, Triphasia trifolia
(Burm. f.) P. Wilson.

Sin embargo de todos los hospederos antes mencionados, la planta preferida
de D. citri es Murraya paniculata, los hombres comunes de esta planta son Jazmin

naranja, Murraya, Azahar de la India, Mirto o Limonaria.



12

Figura 9. Flores, hojas y frutos de M. paniculata.

La M. paniculata es un arbusto de uso ornamental del grupo de los citricos,
(Fig. 9). Tiene flores aromaticas y produce frutos pequefios de color rojo cuando
maduran. Debido a que se presenta en zonas urbanas, la limonaria no ha tenido la
atencidbn que requiere, pues gran parte de los recursos y la prioridad en
investigacion, se ha orientado a los citricos en zonas agricolas. Sin embargo, es muy
importante conocer el papel desempefia en la epidemiologia del HLB como
reservorio del vector y el patdgeno. Los sintomas del HLB en la limonaria ver Fig.
10. son similares a los que ocurren en citricos, es decir, aparece un moteado difuso

de las hojas.

Figura 10. Sintomas de HLB en Murraya.
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Agentes de control bioldgico de Diaphorina citri.

Se han reportado diferentes formas de control natural dentro de los cuales

destacan parasitoides, depredadores y hongos.

Depredadores: Donde quiera que D. citri se produce, es comunmente
atacado por depredadores generalistas como: mariquitas (Coleodptera: Coccinellidae);
sirfidos (Diptera: Syrphidae), crisopas (Neurdptera: Chrysopidae, Hemerobiidae)
(Aubert 1987, Michaud 2001, Michaud 2002, Michaud 2004, Gonzélez et al., 2003,
Miranda-Salcedo Y Lépez-Arroyo, 2010). Arafias (Araneae) (Al-Ghamdi, 2000).

En México se ha reportado Olla v-nigrum, Hippodamia convergens, Cycloneda
sanguinea, Brachiacanta decora, Harmonia axyridis, Chilocorus cacti, Exochomus
cubensis, Scymnus distinctus, Curinus sp, Chrysoperla spp y Ceraeochrysa spp

(Martinez Carrillo y Cortez Mondaca, 2008).

No se conoce el grado en que estos depredadores pueden reducir las
infestaciones de D. citri, pero algunos son considerados como importantes

agentes de control biolégico.

Parasitoides: Tamarixia radiata, Tamarixia triozae, Tamarixia dryi son
ectoparasitos cuyas larvas se alimentan a expensas de las ninfas de D. citri debajo
de su cuerpo pupan y tejen un capullo adherido a la superficie de la hoja y emergen
a través del integumento del huésped. La biologia de T. radiata y su cria masiva fue
estudiada por Ching-Chin Chien et al., (2006) en Taiwan y por Liu, y .H. Y Tsai, H.
(2000).

Hasta el momento no se han registrado parasitoides en huevos ni adultos de
D. citri parecen ser bastante libres de enemigos naturales en cuanto a parasitoides
(Husain y Nath, 1927)
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Hongos Entomopatdgenos; Estos hongos se han aislado y determinado
causando epizootias en diferentes partes del mundo, Hirsutella citriformis Speare,
Isaria fumosorosea Wize (Ifr) (Paecilomyces fumosoroseus), Beauveria bassiana
(Gonzalez et al., 2001., Cabrera et al., 2001, Meyer et al., 2007, Senasa, 2010).

Clasificacion taxondémica de Zelus longipes.

Reduviidae es la segunda familia méas grande de Heteroptera con méas de
6000 especies descritas (Maldonado C.J.1990).

Los miembros de Harpactorinae son comunmente asociados con los cultivos
de plantas y algunos han sido estudiados como agentes de control biol6gico de
plagas en los cultivos (Grundy y Maelzer 2000, 2003, Grundy et al., 2000; Jahnke et
al., 2003; Nishi et al., 2004; Chandral et al., 2005; Grundy 2007, Ishikawa et al.,
2007).

Order Hemiptera
Suborden: Heteroptera
Familia: Reduviidae
Subfamilia: Harpactorinae
Género: Zelus

Especie: Zelus longipes (Linnaeus, 1767).
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Distribucion de Zelus longipes

Z. longipes Linneo es comunmente llamado la chinche asesina. Los miembros
del género Zelus son diurnos. Son depredadores generalistas se alimentan de una
amplia gama de insectos de cuerpo blando, en jardines y campos algunos
ejemplos de éstos son mosquitos, moscas, lombrices, escarabajos, y diversas
orugas.

Z. longipes esta ampliamente distribuida en el sur y norte de América (Costa
del Golfo y los estados del Atlantico Sur, California sur y el suroeste de Arizona en
los Estados Unidos), Ameérica Central, América del Sur (excepto Chile) a través del
centro de Argentina, y las Indias Occidentales (Hart 1986, Melo 2005, Wolf & Reid
2001, Cogni et al., 2000).

Ciclo de vida y descripcion de Zelus longipes.

Adultos y ninfas tienen una cabeza en forma de pera, patas peludas y cuello
estrecho y largo. El aparato bucal tiene un pico de tres segmentos de succion, que
cuando estd en reposo se dobla. Su poblacién es de color naranja y negro. Los

machos (figura 11) son méas pequefios que las hembras.

En California y Arizona, los machos miden en promedio de 16,1 mm y las
hembras 18,4 mm de longitud, mientras que en las poblaciones de la Costa del
Golfo, tienen un promedio de 16,8 mm y 18,2 mm, respectivamente. En las hembras,
el segmento terminal del abdomen es aplanado, mientras que en los machos es de

forma de copa redondeada (Hart, 1986).
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Figura 11. Adulto de Zelus longipes.

Huevo: Estos son cilindricos y alargados, de color café, tiene un poro central con una

abertura en forma de embudo.

Ana Reyes Mtz.

Figura 12. Huevos de Z. longipes.

El huevo se puede dividir en dos partes Fig.12: el opérculo a) que se adjunta
en el polo anterior del huevo y b) cascara de huevo principal o corion (Wolf & Reid
2000).Cada huevo tiene medidas de 2.0 a 2.3 mm de longitud total, mientras que el
apéndice es de 0,5 mm de largo. El resto de la cascara de huevo principal mide 1,5
mm de longitud. La cascara de huevo principal mas amplia se encuentra en el polo
posterior mide 0,53 mm y se estrecha cerca del polo anterior midiendo 0,32 mm. El
polo anterior es plana y poseen una forma de cintura. Visto de lado, la cascara de
los huevos parecen tener ligera curvatura hacia dentro (Wolf y Reid, 2000).
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Ninfas: Estas pasan por cinco estadios ninfales antes de llegar a ser un
adulto. En la Fig. 13 se observan ninfas de primer estadio: El cuerpo es alargado con
un cuello diferenciado y es de color café claro, que mide 2.61 mm de longitud.
La cabeza es de forma piriforme, que mide 0.8 mm de longitud y 0.50 mm de ancho,
con pelos dispersos. Los ojos prominentes de color café rojizo son 0.22 mm de
ancho (ocelos ausentes).

Las antenas son filiformes y con setas, y 3.98 mm de largo. Las patas son de
color café oscuro, a excepcion de la coxa que es de color café claro. El abdomen es
de color café oscuro a naranja, con unos pocos pelos en los ultimos segmentos.
(Melo et al., 2005).

Segundo estadio: El cuerpo es mas alargado con 4.26 mm de longitud, de
color café pdlido y tinte de color naranja. La cabeza es mas alargada, 1.08 mm de
largo y 0,67 mm, en comparacion con el estadio anterior. Las patas son de color
negro con coxa de colores claros. ElI abdomen es redondeado y con setas
débilmente visibles. Las almohadillas que formaran las alas se hacen presentes, y
son de color café oscuro a negro aproximadamente de 0,35 mm de largo (Melo et al.,
2005).

Tercer estadio: El cuerpo es alargado y mide 5.73 mm de largo (Melo et al.,
2005). La cabeza es de 1.56 mm de largo y 0.78 mm de ancho. Las antenas son de
7.5 mm de largo, con color y bandas similares al estadio anterior. Piernasy alas son

del mismo color que el estadio anterior.

Cuarto estadio: Su longitud corporal total es de 7.14 mm. El ancho de la
cabeza es de 0,97 mm y 2,05 mm, respectivamente. Longitud antenales ahora es
10.23 mm, mientras que las antenas son de color negro y tienen dos bandas distales
palidas. Los segmentos antenales segundo y tercero poseen muchas setas. (Melo et
al., 2005).
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Figura 13. Ninfas de 1 instar de Z. longipes.
Las patas son de color negro con tres bandas palidas, una en el fémur anterior
y dos en los fémures medios y posteriores. Las almohadillas de las alas son de color
negro, y miden 1.37 mm de longitud. El abdomen es mas alargado y con mas setas
en comparacion con los estadios anteriores, las medidas de longitud miden de 2.67 a
0.65 mm de ancho. La parte posterior es de color amarillo con manchas negras

dorsales prominentes presente en el esternitos Vi y VII.

Quinto estadio: El cuerpo es alargado de color naranja, que mide 11.29 mm La
longitud de la cabeza es de 2.77 mm y 1.26 mm de ancho. Los ojos son brillantes.
Las antenas miden de 14.56 mm de longitud, son similares a estadios anteriores en
lo que respecta al color, patrones de bandas, y  setas.
El segundo segmento de la antena tiene cinco tricobotrias (setas alargadas, no
conica), mientras que los otros tres segmentos tienen abundantes setas. El abdomen
es de color naranja, y miden 4.97 mm de largo y 1.77 mm de ancho. Los bordes del
abdomen muestran finas rayas de color blanco-amarillo. (Melo et al., 2005).
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Importancia econdémica.

El Género Zelus 1803, es uno de los géneros de la subfamilia Harpactorinae
mas diversificado en las regiones Neartica y Neotropical (Maldonado Capriles, 1990;
Schuh y Slater, 1996). Es considerado como un depredador de plagas agricolas
(Gravena 1983, Bueno y Berti 1991) siendo Z. longipes., un depredador voraz

durante todo su ciclo de vida (Unigarro 1958).

Aunque estos depredadores son considerados polifagos por ser menos
especificos en la seleccion de su presa, podrian ser utilizados para reducir o
inclusive evitar las reinfestaciones de muchas especies de plagas; tal es el caso de la
D. citri.

Taxonomia de Hirsutella citriformis Speare.

Clase: Ascomycota
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Clavicipitaceae
Género: Hirsutella

Nombre cientifico: Hirsutella citriformis Speare 1920.

Descripcién de H. citriormis.

Hongo entomopatdgeno, parasito obligado en forma natural .El micelio en
el hospedero se observa de color café a gris, que cubre los cadaveres de los
insectos y se une al sustrato donde se encuentre. Produce generalmente
fructificaciones macroscopicas llamadas sinemas, formadas por haces compactos de

hifas longitudinales (Figura 15).
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Los sinemas son cilindricos y pueden medir 12 mm de largo, con 0.2-0.3 mm
de ancho, a veces simples, o con ramificaciones laterales cortas, compuestos por
un paquete compacto de hifas longitudinales, formando una capa compacta sobre la
superficie. Las fialides surgen como células laterales o a veces como células
terminales en forma de ramas laterales cortas de las hifas, en la parte superior del
sinema a vece se ve inflado, subglobuloso y elipsoide, pero mas frecuentemente

atenuado.
Hospederos de H. citriformis.

Se ha registrado en diferentes hospederos principalmente en adultos de
Hemiptera: Fulgoridae en Nueva Zelanda, Perkinsiella saccharicida en Puerto Rico,
Ricania discalis y Siphanta acuta, en Hawaii.

El hongo H. citriformis ha sido reportado infectando a D. citri alrededor del
mundo tal como lo menciona Rivero-Aragén y Grillo Ravelo (2000). En Indonesia
(Subandiyah et al., 2000), Estados Unidos (Meyer et al., 2007) en Cuba (Gonzalez et
al., 2000, Cabrera et al., 2001) y en México (Senasa, 2010, Gonzalez et al., 2008).

Distribucién geogréfica: Africa, Asia, América, Nueva Zelanda, Hawaii y las Islas

Salomon.



MATERIALES Y METODOS.

Localizacion.

La investigacion sobre Z. longipes se llevd a cabo en el laboratorio de
Entomologia de la Universidad de Florida, Tropical Research and Education Center
(TREC) en Homestead, Florida, Estados Unidos.

La investigacion sobre el hongo H. citriformis fue en el laboratorio y la camara
de cria del Departamento de Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), localizado en el Municipio de Saltillo en el Estado de

Coahuila, México.
Fluctuacion Poblacional de Zelus longipes.

Durante el periodo del 24 Febrero al 15 Abril del 2011 se contaron los
individuos de Z. longipes en un &rea delimitada de jardin de 7.16 m? con plantas de
M. paniculata, con altura de las plantas de 1.14 m, dentro de la cual se hicieron 3

observaciones en diferente horas del dia (8-9, 11-12 y 16-17 horas).

Establecimiento de una colonia de Z. longipes.

Se colectaron de campo 7 ejemplares, dentro de ellos 5 Z. longipes hembra y
2 machos.Para su crianza en laboratorio se utiliz6 una caja de cria de 30 cm de largo
x 30 cm de ancho. La jaula se etiqueté con un numero de insectos, hembras, machos
y la fecha de inicio de la colonia.

Para alimentar a los Z. longipes se les suministraron adultos de D. citri en
ramas de M. paniculata como hospedero, estas ramas fueron colocadas en
frascos de plastico de 6 cm de largo y 3.5 de diametro, con una capacidad de 50 ml
con tapa y un pequeiio orificio en la parte superior, en estos frasco se agregaron 40
ml de agua purificada para mantener la viabilidad de las plantas y poder alimentar a

las D. citri.



22

Diariamente se observaron las jaulas para colectar los huevos ovipositados y
posteriormente colocarlos en cajas Petri previamente acondicionados con un disco
de papel (Toallas de cocina de la Marca Bounty) humedo con agua potable para la

eclosion de los huevos de Zelus longipes.

Las condiciones del insectario donde se mantuvo la colonia fueron a una
temperatura de 24 + 4°C, una humedad relativa de 70 +5 % y un fotoperiodo de
12 h.

Bioensayo con ninfas de Z. longipes.

Con las crias de 1 instar de Z. longipes obtenidas de la colonia en
laboratorio se procedié a realizar los bioensayos. Estos fueron estructurados segun
se observa en la Tabla 1.

En cajas Petri de 60 x 15 mm, se colocaron en su base un circulo de papel
(servilletas higiénicas de cocina marca Bounty), algodon humedecido con agua
purificada para conservar la humedad dentro de cada una de las cajas,
posteriormente se coloco una ninfa de Z. longipes de 1 instar de un dia de nacido y
una rama de M. paniculata infestada con D. citri ya sea huevo, ninfa y adulto.

(Ver tratamientos Tabla 1) .Lo anterior se mantuvo en el insectario a una temperatura
de 24 + 4°C, una humedad relativa de 70 +5 % y un fotoperiodo de 12 h.



Tabla 1. Tratamientos para observacion de

longipes.
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depredacion de D. citri por ninfas de Z.

Tratamiento (Tn) ) Estado ) o
_ Numero de Z. . Numero de D. citri
Z.longipes _ _ biol6égico de D.
longipes/jaula. o expuestos
citri

T1 Ninfa 1 instar 1 Adulto 60

Testigo 0 Adulto 60

T2 Ninfa 1 instar 1 Ninfas 40

Testigo 0 Ninfa 40

60

T3 Ninfa 1 instar 1 huevo
Testigo 0 Huevo 60

Todos los tratamientos se mantuvieron en el insectario a una temperatura que 0scild

entre 24 + 4°C, una humedad relativa de 70 +5 % y un fotoperiodo de 12 h.

Las evaluaciones fueron realizadas cada 24 horas por 8 dias continuas.
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Bioensayo con adultos de Z. longipes.

En estos bioensayos se utilizaron Z. longipes adultos colectados de campo con dos
dias de observacion en laboratorio esto con la finalidad de comprobar el estado sano
de los insectos.

Los bioensayos fueron estructurados segun se observa en la tabla 2.

Los tratamientos y testigos incluyeron 20 manteniéndolos en igualdad de

condiciones Yy utilizando los mismos materiales:
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Tabla 2. Tratamientos para observacion de depredacioén de D. citri por adultos de Z.

longipes.
Tratamiento Z. Namero de Z. . '
' _ Estado biolégico  Numero de D.
longipes longipes o o
. , de D. citri citri expuesto
aplicados/jaula

T4 Adulto 1 Adulto 60

Testigo 0 Adulto 60

T5 Adulto 1 Ninfa 40

Testigo 0 Ninfa 40

T6 Adulto 0 Huevo 60

Testigo 1 Huevo 60

Todos los tratamientos se mantuvieron en las mismas condiciones que los

bioensayos de ninfas de Z. longipes.
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Il. Observaciones con H. citriformis

Obtencién de la Cepa de H. citriformis.

Para la obtencion de la cepa se hicieron colectas en localidades del estado de
Tamaulipas, México, principalmente en la comunidad de Gémez Farias.

En el hospedero Limonaria (Murraya paniculata) de 2 - 4 afilos de edad se
cortaron ramas y hojas terminales donde se observaron D. citri micosados con H.
citriformis, posteriormente se colocaron dentro de bolsas de papel de 30 cm de largo
x 14 cm de ancho y se trasladaron al Departamento de Parasitologia de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro ubicada en el Estado de Coahuila.

Aislamiento de H. citriformis.

Los aislamientos obtenidos de D. citri, (Fig. 14) infectados naturalmente en campo se

obtuvieron siguiendo la metodologia propuesta por Goettlel e Inglis 1997.

Figura 14. Crecimiento de sinemas de H. citriformis en adultos de D. citri
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Esta metodologia consistid en desinfectar superficialmente el cadaver del
insecto en alcohol al 70 % por 20 segundos para romper la tension superficial,
posteriormente se sumergido en hipoclorito de sodio al 5% por dos minutos y se
enjuago con agua destilada estéril. El insecto se coloc6 sobre papel filtro para
eliminar el exceso de humedad, posteriormente se coloc6 en cada una de las cajas

Petri con medio PDA.

En la fig. 15 se observa fructificaciones en los sinemas de H. citriformis hongo
que hasta ahora sélo se ha observado en forma natural en adultos de D. citri, no en

juveniles.

Rebeca Casique

Figura 15. Fotografia al microscopio de sinemas (fructificaciones) del hongo

H. citriformis, muestra obtenida en insectos de Gdémez Farias Tamaulipas.

Las cajas petri se incubaron a una temperatura de 25 °¥ 4 ° C en una camara

bioclimatica durante 7 dias, 12 horas luz y 12 horas oscuridad.
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Identificacién de H. citriformis.

Se consideraron las caracteristicas descritas para identificar a los hongos
entomopatdégenos, como son: morfologia, caracteristicas de crecimiento e identidad
del hospedante. (Samson et al., 1988, Goettel e Inglis 1997, Humber, 1997 y Félix et
al., 2003)

Se observaron en un microscopio compuesto montado en un portaobjeto y

tefiido con azul de algodén mas lactofenol.

Obtencién de D. citri.
Los insectos utilizados se obtuvieron de colectas realizadas en diferentes
localidades especialmente en los Municipios de Gomez Farias, Tamaulipas y en

General Teran Nuevo Leodn.

Produccion del hongo.

Hongo utilizado.

Cepa HC8D13 del hongo H. citriformis, aislada de D. citri de Gémez Farias.

Produccién del hongo H. citriformis en granos de trigo como sustrato en

bolsas de plastico.

La produccién de hongos entomopatdgenos se basa en la multiplicacion
masiva del hongo y sus estructuras reproductivas en un sustrato (Anderson et al.,
1984) Hasta la fecha se han evaluado diferentes tipos de sustratos naturales,

principalmente arroz, trigo, maiz, frijol y soya pero lo mas utilizados son arroz y trigo.

A continuacién se describe el procedimiento utilizado para la reproduccion de este

hongo en granos de trigo integral.
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Se inicié con un cultivo puro producido en PDA al que se le denomina "hongo
patrén” o "semilla”. Se le denomina asi porque de esta cepa se reproducira las
demas colonias de hongos.

Se utilizé trigo integral el cual se vacié en un recipiente para su lavado y
desinfeccién. Se pes6 200 gr de trigo y se le agregaron 100 ml de agua
destilada, posteriormente se colocé en bolsas de polietiieno opaco vy se
ataron. Este procedimiento realizado fue para la preparacién de 1 800 gr de
Trigo.

Se colocaron las bolsas en una olla de presion y se esterilizacién a 120 °C por
15 minutos.

Después de la esterilizacion, se sacaron las bolsas con el medio y se
enfriaron. El trigo quedo con una textura pre-cocida y suave.

Se suspendié un numero no determinado de esporas de la cepa en 10 ml de
agua destilada, pesando 5 gramos de granos colonizados por el hongo y
afiadiendo estos a los 10 ml. Se agit6 esta mezcla.

De la suspension obtenida se tomaron 5 ml con una jeringa esterilizada, y se
inyectd cada una de las bolsas. El orificio se cubri6 con cinta masking tape. Se
mezcl6é el grano en las bolsas con el objetivo de evitar aglomeraciones del
sustrato y para que el indculo se distribuyera uniformemente en los granos de
trigo y obtener un crecimiento homogéneo. Este procedimiento fue hecho en
la campana de flujo laminar para evitar contaminaciones.

Las bolsas se llevaron a una cadmara bioclimética donde permanecieron a una
temperatura que oscilé de 18 a 30 °C y una humedad relativa de 70 %, por 7
dias.

Para determinar la produccion del hongo en el trigo, se procedié a tomar una
muestra al azar de 3 bolsas inoculadas, se pes6 1 gramo por bolsa y se

contabilizo el nUmero de conidias con la caAmara de Neubauer.
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Produccién del hongo H. citriformis en granos de trigo, avena y arroz en

botellas de vidrio.

Para su produccidon se siguieron los siguientes pasos:

1. Se utilizé granos de trigo integral, arroz integral y hojuelas de avena, los
cuales  se vaciaron en recipientes por separado para su lavado y
desinfeccién. Se pes6 20 gr de cada sustrato, se vaciaron en botellas de
cristal previamente esterilizadas (Botellas de cerveza de la marca Corona de
325 ml de capacidad) posteriormente se les agregaron 50 ml de agua
destilada. Se prepararon 1400 gr de los diferentes sustratos.

2. Todas las botellas se colocaron en la olla de presion para su esterilizacion. a
120 °C por 15 minutos.

3. Se sacaron las botellas con el medio y se enfriaron a temperatura ambiente.
El trigo, el arroz y la avena quedaron con una textura pre-cocida y suave.

4. Se procedid a la siembra usando el hongo de las cajas petri en medio PDA,
se tomo con el asa bacterioldégica partes de Hirsutella sembrados en agar y
se colocaron estos trozos en cada una de las botellas con los sustratos
(granos de trigo, arroz y avena)

5. Este procedimiento se repiti6 en la campana de flujo laminar para evitar
contaminacion, hasta completar las botellas de cada sustrato

6. Las botellas se llevaron a una camara biocliméatica donde se colocaron a una
temperatura de 28 + 2 °C y una humedad relativa de 60 a 70 %, por 7 dias.

7. Durante el transcurso del crecimiento se observé cada una de las siembras
del hongo. Para evaluar la produccion del hongo en el trigo, se procedio a
tomar una muestra de cada una de las botellas inoculadas. Se pes6 1 gramo
por botella posteriormente se determinaron el nimero y la viabilidad de
conidias contenidas en ese gramo de medio y la viabilidad de conidias

contenidas en ese gramo de medio.
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Condiciones de los Bioensayos realizados con H. citriformis.

Para cada tratamiento los adultos de D. citri se separaron en 8 grupos con
15 adultos cada uno, 4 de ellos fueron infectados con H. citriformis y los otros 4
fueron los controles. Para los bioensayos se utilizaron recipientes de plastico
transparente con tapa y con una capacidad de 500 ml el cual fue acondicionado con
una esponja humedecida con agua purificada que cubria la base del mismo
recipiente y colocando en la superficie hojas de limén (Citrus limon) enteras y en
buen estado fisiologico utilizadas como alimento para las D. citri durante los
bioensayo.
Los recipientes (tratamientos y testigos) se mantuvieron a una temperatura de 23 -
28 °C, una humedad relativa y 12 horas luz.

Los bioensayos realizados se pueden observar en la tabla 4.



Tabla 3. Bioensayos evaluados en laboratorio de H. citriformis en D. citri.

Tratamiento

Forma de Aplicacion del Estado biologico de D.

Hongo citri
T1 Exp05|9|on a Insecto Adulto
micosado.
Testigo Sin exposicidn Adulto

Suspension de conidias en ' _
Ninfas de diferentes

T2 agua. .
estadios.
_ Ninfas de diferentes
Testigo Agua )
estadios.
T3 Exposicion a Sinemas * Adulto
Testigo. Sin exposicion a sinemas Adultos
Esporas secas directamente
T4 Adultos
de PDA
Testigo Exposicion a PDA Adultos

*Son fructificaciones del hongo H citriformis.
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Infeccion de D. citri: exposicion a insectos micosados con H. citriformis

(Insecto a Insecto).

La metodologia evaluada consistio en inactivar por unos minutos a las D. citri
con Bioxido de carbono; ya inmovilizadas fueron tomadas con un pincel y
colocadas por 3 minutos dentro de un vaso de plastico de 5 ml de capacidad junto a
adultos de D. citri micosados con H. citriformis.

El testigo no se expuso a H. citriformis solo se mantuvo en igualdad de
condiciones que el tratamiento.

Las condiciones en las cuales se llevaron y se mantuvieron a cabo los

bioensayos se describieron en el apartado anterior.

Infeccion de D. citri (Suspension de H. citriformis en agua).

Se preparé una concentracién de 3.7 x 10 ’ esporas contando éstas con la
camara Nuebauer. La metodologia consistié sumergir las ninfas por 5 segundos en
la suspension de esporas. Para el testigo sélo se le aplico agua con los mismos

procedimientos.

Las condiciones en las cuales se llevaron y se mantuvieron los bioensayos se

describieron en el apartado anterior titulado condiciones del bioensayo.

Infeccion de D. citri expuestas a sinemas de H. citriformis.

La forma de infeccién consistié en inactivar adultos de D. citri con bioxido de
carbono para facilitar el manejo de estas mismas. A continuacién se tomaron con
un pincel las D. citri y se colocaron por 3 minutos dentro de un frasco con
capacidad de 15 ml donde previamente se habia colocado los sinemas en seco de
H. citriformis. El nimero de conidias fue de 3.8 x 10 ’ conidias en 5 gramos de

sustrato.
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Infeccion de D. citri expuestas a esporas en seco; exposicion de H. citriformis

directamente de medio PDA.

El método evaluado consistio en tomar adultos de D. citri con la ayuda de un
pincel vy colocarlos dentro del area de 150 x 15 mm, de la caja petri donde se
encontraba el hongo H. citriformis creciendo en PDA. Se mantuvieron dentro de la
caja petri por 5 minutos.

Para contabilizar el numero de esporas que pudieron haber tomado los
insectos se tomaron 5 cuadros de 1 cm aproximadamente de PDA con el hongo y
se contabilizo con la camara de Nuebauer obteniéndose un promedio de 7.3 x 10 °
esporas en 10 ml.

El testigo se coloco es cajas petri con PDA sin el hongo por el mismo tiempo
en que fueron expuestos las D. citri tratados con el hongo.

Posteriormente se sigui6é con los pasos descritos en apartados anteriores.



RESULTADOS

Observaciones de Z. longipes.

Fluctuacién de la poblacion de adultos y ninfas a diferentes horas. Se observo
(Fig.16) una poblacion de 1677 individuos de Z. longipes (687 adultos y 990 ninfas)
de diferentes edades, estados biologicos y de distinto sexo. . Una media general de
la poblacion de 20.9 Z. longipes/dia durante todo el periodo de las observaciones, un

promedio de 17.1 de adultos, y un promedio de 24.7 en ninfas de diferentes

instares.

1000

800

600 Adultos.

400 Ninfas

200

Nilmero de Insectos.

Figura 16. Namero de Z. longipes y porcentajes de adultos y ninfas.

Se observaron 40.9 % adultos y un 59.03 % en estado de ninfa. En la Fig. 17 se
observa que en los primeros 31 dias existi6 una mayor poblacion de adultos con

respecto a las ninfas.

Desde el dia 32 al 40 se mostré un aumento repentino de ninfas sobre los
adultos, de un 40 % a un 85.4% Yy se redujo el porcentaje de adultos de un 46% a

23 %, (un 50 % del total de la poblacion de adultos).
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Estos cambios se debieron posiblemente a factores abi6ticos como son la
precipitacion siendo una precipitacion total media para el mes de febrero 52.8 mm,
marzo 60.7 mm, y abril, 72.4mm. La lluvia posiblemente causa que los adultos

vuelen abandonando las plantas.

—a—Adultos

Numero de insectos observados
8

1.(2/24/11
2.(2/25/11
32(4/5/11
33(4/7/11

4.
5
6.
7
8
9.
10
11
12

13
14,
15
16
17
18,
19i
20|
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30f
31
36
37
38

35
39
40|

Tiempo en dias.

Figura. 17. Fluctuacion de la poblacion de adultos y ninfas de Z. longipes observada
durante los meses de Febrero 24 —Abril 14

Respecto a los cambios aparentemente de nimero de adultos y ninfas a lo
largo del dia la mayor poblacion estos reduvidos se observo durante las horas de la
mafiana. En relacion a la hora en que se realizaron las observaciones por la mafiana
(8-9 hrs) se observaron 650 individuos (38.9 %) a medio dia (11-12 hrs) 486 (29.1
%); finalmente en la tarde (16-17 hrs) 532 insectos (31.8 %) (Fig.18).

En cuanto a la hora del dia en la que se llevaron a cabo las observaciones
diarias se obtuvieron los siguientes datos (Fig.19); de 8-9 am se observaron 37.0%
adultos y 62.9 % ninfas alas 11-12 am los resultados fueron un 54.3% en ninfas y
un 45.6% adultos, y a las 16-17 horas resulto con un 39.4% en adultos y un 60.5%

en ninfas, resaltando que eran adultos y ninfas de edades diferentes.
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Los mayores numeros fueron observados en la mafiana y tarde para el caso de
las ninfas, y en adultos fueron al medio dia y tarde posiblemente esta variacion se
debié al aumento de la temperatura que ocasiona diferentes patrones de actividad

sobre ninfas y adultos.

% Total de la fluctuacion Zelus longipes segun
la hora del dia.

40.00
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Figura 18. Porcentaje en relacion a la poblacién total de Z. longipes observada en

diferentes horas del dia.
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Estado biologico de Zelus longipes.

Figura 19. Se observa el porcentaje de Z. longipes en relacion al estado biolégico

de Z. longipes en la hora del dia en la que se realiz6 la observacion.
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Depredacion de ninfas de Z. longipes sobre adultos D. citri.

La depredacion que causaron las ninfas de Z. longipes sobre adultos de D.
citri se muestra a continuacion en la Figura 20. Se observé una depredacion minima
de 6% de los 1200 insectos ofrecidos como presa al segundo dia y una maxima de 8
% el dia cinco con referencia al testigo que fue de 0.3% . También se observa una
continuidad en la depredaciéon durante los ocho dias observados, del 6 al 8%
.Podriamos considerar un aumento por arriba del 1% al 2% por arriba de su minima
de depredacion, sin sobrepasar del 8%. Podriamos considerar que un Z. longipes

de primer estadio consume un maximo de 4 D. citri adultos por dia.

B Diaphorinas
consumidas

M Control

% de Depredacion
O R, N W B VO N ®
1

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8

Tiempo de evaluacion

Figura 20. Tratamiento 1. Porcentaje de depredacion de ninfas de Z. longipes sobre

adultos de D. citri.

Depredacion de ninfas de Z. longipes sobre ninfas de D. citri.

La Fig. 21 muestra los resultados obtenidos de la depredacion de Z. longipes
sobre ninfas de diferentes instares de D. citri. Se observa una depredacion minima
de 1 % (17 ninfas de D. citri) desde el dia uno hasta el dia tres, aumentando un 2% el
dia cuatro y permaneciendo asi hasta el dia cinco, y llegando a 3 % el dia seis.

Expresando una depredacion maxima el dia ocho con un 6 %.
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Se not6 que la mortalidad del control fue aumentando conforme fue pasando
el tiempo hasta alcanzar el dia siete y ocho un 2 % de mortalidad. Se considerar que
un Z. longipes de primer estadio consume de 1-2 ninfas por dia .En los bioensayos
realizados se observo que los Z. longipes en este instar, se alimentan de las excretas
de las ninfas conocidas comunmente como salerillo o mielecilla, posiblemente

reduciendo asi su alimentacion de ninfas.
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Figura 21. Tratamiento 2. Porcentaje de depredacion de ninfas de Z. longipes sobre
ninfas de D. citri.
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Figura 22. Tratamiento 3. Porcentaje de depredacion de ninfas 1 Z. longipes sobre
huevos de D. citri.
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Depredacion de ninfas de Z .longipes sobre huevos de D. citri.

Se obtuvieron porcentajes de depredacion por debajo del 1 % (8 huevos de D.
citri), los tres primeros dias de la evaluacion, aumentando el cuarto dia con un 1.5%
a 2 % el dia seis (siendo este su maximo consumo), volviéndose a reducir a 1 % el
dia siete y finalmente reduciendo a un mas su consumo el dia ocho a 0.5%.Se
observé6 mayor mortalidad del control con un 0.8% (Fig. 22). Estas evaluaciones,
muestran que las ninfas Z. longipes tienden a consumir adultos de D. citri en mayor
medida comparado con el consumo de ninfas y huevos de D. citri. El reducido
consumo de huevos como de ninfas podria deberse a que estos Reduviidae optan

por depredar insectos en movimiento o con mayor tamafo.

Depredacion de adultos de Z. longipes sobre adultos de D. citri.

A diferencia de los Z. longipes en estado de ninfa 1 los resultados contrastan
con este tratamiento donde se evalué adultos de Z. longipes, mostrandose
resultados en la Fig. 23. Z. longipes inicié con una tendencia de depredacion inicial
de 27% disminuyendo el dia dos en un 13% (170 insectos) y aumentando
nuevamente en el diatres a 33 %, siendo este el porcentaje mas alto de consumo.
A partir de esta depredacion los porcentajes de consumo fueron disminuyendo de un
3 a 4 %.Con respecto al control los valores de mortalidad fueron muy bajos
considerandolo en un 1%. Podemos expresar que la depredacién de un Z. longipes
adulto puede depredar de 13 a 14 adultos de D. citri diariamente. Comparando estos
resultados con los obtenidos en el tratamiento anterior Zelus ninfa 1 sobre adultos de
D. citri, notamos que Z. longipes adulto consume 3 veces mas adulto que en estado

de ninfa 1.
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Figura 23. Tratamiento 4. Porcentaje de depredacion de Z. longipes adultos sobre

adultos de D. citri.
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Figura 24. Tratamiento 5. Porcentaje de Adultos de Z. longipes depredando ninfas

de D. citri
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Depredacion de adultos de Z. longipes sobre ninfas de D. citri.

Un adulto de Z. longipes consumié un maximo de 4.8% en el dia uno, esto
disminuyo posteriormente hasta que el dia ocho el control tomé valores de
mortalidad similar al tratamiento de 2.3 % a 2.2% respectivamente. (Figura
24).Podemos comparar estos resultados con los obtenidos del tratamiento de Z.
longipes ninfa 1. Aparentemente son totalmente opuestos, ya que mientras la ninfa
de Z. longipes aumenta su consumo hasta el dia ocho, Z. longipes adultos inician
consumiendo un porcentaje alto el cual disminuye conforme pasa el tiempo.
(Obsérvese figura 20 y figura 24).Se considera que Z. longipes no prefiere consumir

ninfas.
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Figura 25. Tratamiento 6. Porcentaje de depredacién de Z. longipes sobre huevos
de Diaphorina citri.
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Depredacion de adultos de Z. longipes sobre huevos de D. citri.

Noétese en la figura 25, que los adultos Z. longipes consumen un porcentaje
de 0.2% de los insectos ofrecidos (3 ninfas de D. citri) y este aumenta conforme el
tiempo pasa hasta llegar a un 1.4 %, asi también la mortalidad de los huevos de D.
citri va aumentando conforme pasa el tiempo en el dia cuatro._Los datos indican que
un adulto consume menos huevos que una ninfa de Z. longipes siendo este de 1.4 %
de y 2.1 % de 1200 huevos expuestos respectivamente (Obsérvese figura 25y
figura 22). En adultos Z. longipes tendi6 a fluctuar el porcentaje de consumo,
depredando un porcentaje menor que el de ninfas 1 de Z. longipes, mientras que
este Ultimo el consumo fue similar durante todos los dias evaluados._Considerando
nuestros resultados obtenidos, el mayor consumo entre los tratamientos fue el
namero 4: consumo en adultos de D. citri por adultos de Z. longipes (fig.23), y el
tratamiento 1 (fig. 20) referente a D. citri adultos consumidas por Z. longipes ninfa
1.Los menores consumos se presentaron en tratamientos 3 y 6: consumo de D. citri
huevos por ninfa 1 y adultos de Z. longipes. El bajo consumo de huevos como de
ninfas comparadas con el consumo de adultos, se debe posiblemente a que estos
Reduviidae consumen adultos prefiriéendolos por encima de ninfas y huevos, debido a
gue estos prefieren insectos de hasta tres veces su tamafio y que estos presenten
mayor movimiento tales como larvas de lepidéptero o moscas y mosquitos entre
otros. El bajo consumo presentado por ninfas de Z. longipes aumenta conforme

incrementa su edad (Streams, 1994)
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Il. Observaciones con Hirsutella citriformis.

Produccién en bolsas de plastico del hongo H. citriformis en granos de trigo

como sustrato.

La produccién obtenida en este sustrato en bolsas de plastico fue de 7.6 x 10 °
conidias en 1 gramo de sustrato. H. citriformis desarroll6 sinemas muy largos,

escaso micelio, coloracion café claro. Como se observa en la fig. 26.

Figura 26. Sinemas observados de la cepa CH8D13 del hongo H. citriformis en
granos de trigo integral como medio de cultivo. Abundante produccién de

fructificaciones del hongo (sinemas).

Produccién en botellas del hongo H. citriformis en granos de trigo, arroz y

hojuelas de avena.

Al sembrar la cepa CH8D13 de H. citriformis en los tres diferentes granos, se
obtuvo una produccién de 3.2 x 10  conidias por gramo de sustrato en el arroz
integral; en trigo hubo una produccion de 4.9 x 10 * por gramo y finalmente el de
mayor produccién fueron las hojuelas de avena con una produccion de 5.9 x10 * en
las mismas unidades.Ademas de que la produccién de conidias fue distinta en los
diferentes granos también se observaron coloraciones diferentes en los sustratos

con crecimientos de micelio y sinemas.
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Para el caso del sustrato en granos de arroz integral, el crecimiento de H.
citriformis fue en pequefias areas, y con produccion de sinemas erectos y con

coloracién de café oscuro. Tal y como se observa en la Fig.27.

Figura 27. Crecimiento de H. citriformis en granos de arroz.

En el crecimiento de trigo integral se observé sinemas mas pequefios y
pegados al sustrato con mayor micelio algodonoso y crecimiento uniforme en todos
los granos de trigo, la coloracion presentada fue de un color cafe claro a rosaceo.

Como se puede apreciar en la Fig.28.
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Figura 28. H. citriformis creciendo en granos de trigoy Sinemas envolviendo un

grano de trigo.
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Figura 29. H. citriformis en hojuelas de avena.

El resultado en hojuelas de avena presento un crecimiento de sinemas
uniforme presentdndose una coloracion similar a la producida en granos de trigo,
considerando la diferencia solo en mayor produccién de sinemas ain mas cortos y

gruesos pegados al sustrato (Fig. 29)

De los tres granos utilizados la literatura reporta que la avena contiene mayor
cantidad de proteinas, vitaminas y minerales, le sigue el trigo y posteriormente el
arroz posiblemente a ello se le puede atribuir la favorable produccién del hongo en
las hojuelas de este grano.

Resultados de la Infeccion de D. citri: exposicion de adultos a insectos

micosados con H. citriformis (Infeccién de Insecto a Insecto).

En la fig. 30 Se observa un porcentaje del 60 % de mortalidad de D. citri a los 14 dias
de haber sido infectadas por el hongo H. citriformis, siendo esta la maxima

mortalidad alcanzada.
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Figura 30. Tratamiento 1.Mortalidad de D. citri causado por Insectos micosados.

Asi también se observé que hasta el dia 13 se alcanz6 un 50 % de mortalidad
en comparacion con el testigo que en este se observé un 38 % de mortalidad en los
mismos dias. Cabe mencionar que en los insectos expuestos al insecto infectado se

observé el desarrollo del hongo Hirsutella. En los testigos no se observé el
crecimiento de este hongo.

Se considera la mortalidad mas baja de D. citri por este método de aplicacion en

comparacién con los demas tratamiento realizados.

Este porcentaje de mortalidad alcanzada podria compararse con la forma de
infecciébn que se puede dar en la naturaleza. Sin embargo debe considerarse que
solo se expuso un insecto micosado en contacto con 60 sanos, por lo que la cantidad

de conidias en contacto con los insectos sanos posiblemente fue muy baja.
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Resultados de la Infeccion de ninfas D. citri por exposicion a una suspension

de conidias de H. citriformis en agua.

La maxima mortalidad expresada en ninfas de diferentes estadios se observé
hasta el dia 8 con un 95 % de mortalidad, en relacidn al testigo que fue de 52 % en
los mismos dias. La mitad de la poblacion expuesta al hongo murié en el sexto dia,

mientras que el porcentaje de mortalidad en el testigo fue de un 27 %. (Figura 31).
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Figura 31. Tratamiento 2 Mortalidad de ninfas de D. citri de diferentes instares
causada por H. citriformis dilucion en agua.

De todos los tratamiento éste fue el tratamiento con el mayor porcentaje de
mortalidad, considerando que este bioensayo se realizd6 en ninfas de diferentes
instares, esto puede significar, que las ninfas son méas susceptibles a los adultos en
cuanto al hongo H. citriformis con este método de aplicacion. Sin embargo no se

observé desarrollo del hongo en los insectos expuestos.
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Resultados de la Infeccion de adultos de D. citri expuestas a sinemas de H.

citriformis producidos en cultivo en laboratorio.

En la Fig. 32 se aprecia la mortalidad del 73 % a partir del dia sexto y una maxima de

91 % para el dia 9, en comparacion con el testigo que alcanzo una mortalidad
méaximo de 41%.
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Figura 32.Tratamiento 3. Mortalidad de Diaphorina citri infectado con sinemas.

Comparando los tratamientos realizados este se considera el segundo
tratamiento, en presentar una mortalidad de 70 % en menos tiempo y el mejor
tratamiento de los bioensayos realizado en adultos de D. citri. En la fig. 33 se
observa un adulto de D. citri con sinemas del H. citriformis, creciendo como
resultado de la exposicién al hongo.

Segun la metodologia de infeccion utilizada y los resultados de mortalidad obtenidos

pudieran significar que esta seria una buena opcion de aplicacion de aplicacién.
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Figura 33. Crecimiento de adultos H. citriformis en adulto de D. citri inoculado por

contacto con sinemas producidos en laboratorio.

Resultados de la Infeccion de D. citri expuestas a esporas

citriformis directamente de medio PDA.
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Figura 34.Tratamiento 4.Mortalidad expresada en D. citri infeccion por exposicion

de H. citriformis directamente de medio PDA.
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Figura 35. Adulto de D. citri inoculado con H. citriformis mostrando sinemas
(crecimiento del hongo). Resultados obtenidos de los bioensayos exposicion directa

de medio de cultivo.

Esta aplicacién fue mas efectiva comparada con la aplicaciéon de insecto a insecto, la
cual expreso en el dia nueve un 40 % con un 72%.Fig. 34.
En la figura 35 se observa la invasion del hongo en adultos de D. citri se muestran

sinemas de coloracién café, resultados de este tratamiento



DISCUSION.

Respecto a Z. longipes en las observaciones realizadas en campo concluimos
que en la poblacién de Z. longipes estudiada se detecta una proporcion mayor en
ninfas que de adultos, presentandose un 59% sobre 40 % respectivamente. La
poblacion de ninfas de Z. longipes aumento significativamente en el mes de marzo

excediendo asi a la poblacion de adultos.

En referencia a la poblacion en general se observaron mas Z. longipes en la
mafiana y tarde. Se observaron mas adultos al medio dia, mientras que en ninfas la
mayor poblacion se observé en la mafiana. Las razones de estas diferencias

(posiblemente aparentes) son desconocidas.

Respecto a la depredacion observada por Z. longipes sobre D. citri en sus
diferentes estados bioldgicos concluimos que Z. longipes adultos y ninfa 1 de Z.
longipes prefieren alimentarse en mayor medida de adultos de D. citri. Estos datos
son importantes debido a que nos dicen en que parte de la vida de D. citri son mas

vulnerables a depredadores como estos Reduviidae y asi poder reducir su nimero.

Asi también las ninfas 1 de Z. longipes se alimentan de un nimero menor de
D. citri adulto y aumentan su consumo conforme llega a ser adulto. Nuestros
resultados concuerdan con lo que menciona Bell (1990) debido a que las presas mas
grandes son mas faciles de ser observados por el depredador y aunque estos
podrian ser mas dificiles de dominar, para el caso preciso de nuestro trabajo el

tamafio de una D. citri adulto no representa una dificultad para Z. longipes.

Una ninfa de 1 instar de Z. longipes se alimenta de 4 D. citri adulto, y un adulto
Z. longipes se alimenta de 13 a 14 D. citri en estado adulto. Posiblemente Z.
longipes no sobre pase este niumero determinado de D. citri posiblemente se deba a
gue segun Cohen (1993, 1995) algunos Heteroptera toman por lo menos un dia para

poder recuperar sus enzimas digestivas.
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Posiblemente esto signifiqgue que cuando la poblacién de D. citri aumente la
capacidad de depredacion serd estacionaria por parte de Zelus. Contrariamente en
ninfas de Z. longipes se observd que conforme este pasa de un estado ninfa | al

siguiente aumenta el numero de D. citri depredadas.

Autores como Sahayaraj y Asha (2010) obtuvieron porcentajes de depredacion
diferentes a los obtenidos en nuestro trabajo, quiza debido a la diferencia del
depredador que aunque permanezcan a la misma familia poseen cualidades
depredadoras totalmente distinta asumiendo también que la presa ofrecida fueron

pulgones.

Asi también tanto en laboratorio como en campo los Zelus mostraron
preferencias por Diaphorinas interpretandose como insecto bien aceptado por su
reducido tiempo de captura, alimentarse de estas y en reducir el tiempo de
exposicidbn como presa de otros posibles depredadores.

Actualmente existen muchos trabajos sobre depredacién potencial de
diferentes Reduviidae sin embargo hasta ahora no se ha reportado trabajos sobre la

capacidad de depredacion de Z. longipes en D. citri.

Referente a H. citriformis en la produccion de conidias en sustratos, arroz,
trigo y avena, resulto ser mejor las hojuelas de avena, le continu6é el trigo y
posteriormente el arroz. Una buena opcién fue la siembra en botellas de cristal
contrario a las siembras en bolsas de plastico que aunque mostré mejor desarrollo y
abundancia en sinemas, en la produccién de conidias resulté ser mas bajo que el
mismo trigo sembrado en botellas. Esta diferencia aparente en produccion podria
deberse a que las conidias producidas en bolsas se adhieren fuertemente a las
paredes, evitando su completa recuperacion .En el medio donde se manifesté mayor
crecimiento de sinemas fue en el sustrato hojuelas de avena, asi también manifesto
un crecimiento uniforme del hongo, ademas de haber resultado un buen sustrato
parece ser la opcibn mas econOmica en comparacion con los dos granos

comparados
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De los tratamientos comparados en la inoculacion del hongo H.
citriformis en D. citri, hubo mayor mortalidad en la aplicacién a ninfas de esporas
suspendidas en agua obteniéndose una mortalidad a los ocho dias. En la aplicacion
en adultos la mayor mortalidad fue con esporas en seco directamente de sinemas,
continto la inoculacion por contacto de crecimiento del hongo en Yy finalmente la
infeccion de insecto a insecto aunque la mortalidad causada en este ultimo
tratamiento haya sido hasta los catorce dias expresando una mortalidad considerable
de un 60 %.

Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos por autores como Meyer
et al. (2007) ellos reportaron una mortalidad en adultos de D. citri del 100% de 9 a 10
dias infectados con sinemas de H. citriformis. Sin embargo los resultados obtenidos
por infeccion de insectos micosados fueron distintos a los nuestros obteniendo una
mortalidad de 83% en el sexto dia y un 100% en el noveno dia. Asi también Dwiastuti
y Kurniawati (2007), observaron una mayor mortandad con un promedio de 11.7
dias en adultos de D. citri con relacion a las ninfas utilizando una suspension liquida

de Hirsutella.

Casique et al. (2011) reporta resultados analogos obteniendo una mortalidad
en adultos de D. citri y de B. cockerelli a los 6 dias posteriores a la aplicacién de este

mismo hongo.

Es necesario hacer bioensayos donde se cuantifigue y se uniformize el
namero de conidias del hongo aplicadas para evitar variabilidad en la mortalidad

debido a este factor.
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