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INTRODUCCION

La citricultura de México representa la actividad fruticola de mayor importancia
socioecondmica en el pais, ya que se encuentra establecida en 526,000 hectareas,
distribuidas en 23 Entidades Federativas, lo que representa una producciéon de 6.7
millones de toneladas anuales, con un valor de 8,050 millones de pesos (SIAP, 2006), en
beneficio de 67 mil productores; esta actividad genera 70 mil empleos directos vy

alrededor de 250 mil indirectos (Direccién General de Fomento a la Agricultura, 2007).

Cuadro 1. Superficie sembrada de citricos en México.

Hectareas sembradas con citricos en México

ESTADO Limén Mandarina | Naranja | Tangerina | Toronja | Total
Veracruz 25802 7596 | 151373 12679 7206 | 204655
San Luis 2217 2583 45496 90 189 50576
Potosi

Michoacan 37434 10 436 4235 42115
Tamaulipas 3317 723 35191 1398 40629
Nuevo Ledn 2 3475 25,688 1552 30716
Colima 30350 309 7 11 30677
Tabasco 8321 112 17513 484 26430
Oaxaca 17310 8 5466 226 23010
Puebla 3599 34 16962 1415 603 22613
Yucatan 3920 619 16382 437 21358
Hidalgo 483 49 8657 9189
Sonora 39 16 7958 624 8637
Otros 13035 322 17127 18 1243 31745
TOTAL 145829 15547 | 348558 14209 18207 | 542350

Fuente: SIACON 2004

El psilido asiatico de los citricos llamado comUnmente en México “Diaforina”, cuyo

nombre técnico es Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae), estd ampliamente



distribuido en las regiones tropicales y subtropicales del pais. Este insecto se desarrolla
exclusivamente en plantas de la familia Rutaceae, particularmente del género Citrus y
Murraya. El dafio directo es causado por ninfas y adultos al extraer grandes cantidades de
savia en las hojas y peciolos, lo cual debilita las plantas. Diaphorina citri es el principal
vector de la enfermedad llamada Huanglongbing; causada por una bacteria que habita el
floema, que puede infectar a todas las variedades de citricos y algunas plantas
ornamentales de la familia Rutaceae, fue detectada en los Estados Unidos en agosto del

2005 en el condado de Miami—Dade, Florida.

El presente estudio esta orientado a la evaluacién de productos alternativos para el
control de Diaphorina citri. La buisqueda de sustancias naturales que permitan desarrollar
nuevas estrategias para controlar y eliminar plagas insectiles es necesaria debido al
aumento en la resistencia desarrollada por éstas a los insecticidas sintéticos y el problema
gue generan por ser contaminantes y no biodegradables. Por esta razén se realiza la
busqueda de productos racionales que constituyan una alternativa eficaz para el control
de Diaphorina citri, que garanticen la calidad y productividad de los citricos en el pais, que
carezcan de riesgo alguno para la salud humana o animal, y que no contribuyan a la

degradacion del medio ambiente por la acumulacion de sus residuos.

Palabras clave

Diaphorina citri, Huanglongbing, citricos, productos alternativos, guayaba, bioensayos.



REVISION DE LITERATURA

La citricultura en México, es seriamente amenazada por diversas enfermedades
vasculares ocasionadas por virus, viroides, bacterias, etc., una amenaza potencial lo
constituye la bacteria restringida al floema Candidatus Liberibacter spp., causante del
“Huanglongbing” o dragén amarillo de los citricos. La amenaza potencial del
“Huanglongbing” lo constituye la presencia de Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Psyllidae), conocido cominmente como el psilido asiatico de los citricos. Este insecto es el
principal vector de la bacteria causante del “Huanglongbing”, el primer informe formal de
la presencia de la plaga en el pais fue realizado por el Dr. D.B. Thomas (USDA-ARS) al
encontrar al insecto en los citricos del estado de Campeche, en marzo de 2002 (Thomas,

2002; Lépez Arroyo et al., 2002, 2005).

Huanglongbing (Dragén amarillo de los citricos)

El “Huanglongbing” (huanglongbing en Mandarin significa dragdén amarillo, y hace
referencia a la apariencia que presentan las plantas enfermas) es una de las enfermedades
mas graves que afectan a la citricultura mundial, incluso mayor a la Tristeza de los Citricos
(da Graca, 1991; da Graca y Korsten, 2004; Halbert, 1999; Halbert y Manjunath, 2004).
Diaphorina citri en infestaciones fuertes puede matar los brotes vegetativos en desarrollo
o causar la abscision de hojas (Michaud, 2004). Hasta el momento no existe variedad o
portainjerto resistente a la enfermedad. Hasta el ano 2004, el huanglongbing (antes

“greening”) se encontraba restringido a los Continentes Asiatico y Africano; sin embargo,



en febrero del 2004 se detecté en Brasil, estado de San Pablo y en julio de ese afio,
FUNDECITRUS informé del mismo a productores del Estado de San Pablo. En noviembre
del 2004, en la XVI Conferencia de la IOCV (International Organization of Citrus Virologists)
desarrollada en México, Brasil informé oficialmente de la aparicién de esta enfermedad y
de su difusidon en forma rapida entre las quintas del Estado de San Pablo. En agosto del
2005, la enfermedad es detectada en los Estados Unidos de América en el condado de
Miami—Dade, FL. (Knighten et al., 2005; Cheng y Brlansky, 2006; Zhou et al., 2007), siete
afos después de la invasion de la citricultura de Florida por el vector D. citri (Halbert,
1999; Halbert y Manjunath, 2004). Hasta el momento presente no existen informes de la
presencia del huanglongbing en México; sin embargo, constituye una amenaza potencial
cuyo riesgo se incrementa en caso de que sea introducido (Halbert y Manjunath, 2004),
debido a que el vector se encuentra ampliamente distribuido en el pais (Lépez-Arroyo et

al., 2005).

Psilido Asiatico (Diaphorina citri Kuwayama).

El huanglongbing se trasmite por propagacion vegetativa y por insectos vectores. El
principal vector de la bacteria que ocasiona la enfermedad es el psilido asiadtico de los
citricos, Diaphorina citri Kuwayama. Este insecto fue descrito por primera vez en Taiwan
en 1907 (Halbert y Manjunath, 2004); actualmente es un insecto plaga con categoria
cuarentenaria (OEPP/EPPO, 1988) y es de particular importancia porque esta establecido
ampliamente en las zonas citricolas del mundo (Wooler et al., 1974; CABI/EPPO, 2001;

EPPO/CABI, 2005). En el Continente Americano esta establecido en Sud y Centro América



(Cermeli et al., 2000; Halbert y Nufiez, 2004; Villalobos et al., 2004); hasta 1994 su
dispersion llegaba hasta Honduras (Burckhardt, 1994), y posiblemente invadié México
antes de 1996 (Halbert y Nunez, 2004). El insecto fue encontrado en la citricultura de
Florida en 1998, en la citricultura del Valle de Rio Grande, Texas en 2001 (Halbert y
Manjunath, 2004; Halbert y Nufez, 2004), y en México durante 2002 en las huertas de
citricos de Campeche (Thomas, 2002; Lopez Arroyo et al., 2002, 2005). En el afio 2003, D.
citri fue registrada simultdneamente en los estados de Nuevo Ledn y Tamaulipas (Lépez
Arroyo et al., 2002, 2004, 2005; Ruiz et al., 2005); en el afio 2004 la plaga se habia
extendido a los estados de Colima, Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco y Yucatan (Lépez
Arroyo et al.,, 2005). Durante 2006, el insecto fue encontrado en los estados de
Michoacan, Oaxaca, Sinaloa, y Sonora. En 2007 fue localizado en Baja California Sur, asi
como en el estado de Morelos. En 2008 finalizé la invasion de la citricultura Mexicana con

la colecta de D. citri en Tijuana, B.C. (www.sagarpa.senasica.gob.mx). Durante el mes de

julio fue localizado en arboles de citricos de traspatio en el estado de Coahuila (Comarca
Lagunera), fuera de cualquier zona citricola del pais y en dreas con presencia de una

escasa cantidad de arboles de citricos (observaciones sin publicar de J.I. Lopez-Arroyo).

Ademas de ser el principal vector de la bacteria que ocasiona el huanglongbing, el
psilido asiatico al alimentarse de la planta es capaz de provocar defoliacién y muerte del
follaje; causar dafios severos en los retofios (brotes), reduccion en el tamafio de la fruta,
deformacién de las frutas, aborto de semilla y escasez de jugo. Poblaciones altas de este

insecto originan abundantes secreciones de mielecilla que favorece la presencia y



desarrollo del hongo de la fumagina, la cual afecta el vigor de los arboles al interferir el

proceso de la fotosintesis (Halbert y Manjunath, 2004).

Adulto

<t “‘)3 ’ <«—— Ninfas

Fig. 1. Etapas de crecimiento de Diaphorina citri.

Este psilido pueden adquirir el patdégeno después de un corto periodo de
alimentacidn, 15 a 30 minutos (100% de seguridad al haber transcurrido una hora o mas) y
son portadores de la bacteria durante toda su vida (3 a 4 meses); el patdgeno se multiplica

en el insecto (Aubert, 1987). Los adultos y las ninfas de cuarto y quinto instar son capaces



de transmitir el patégeno después de 8-12 dias (Roistacher, 1991). No se ha probado la

transmision transovarica.

Fig. 2. Etapas de crecimiento de Diaphorina citri.

El rango de huéspedes de D. citri estd reducido a citricos y especies cercanas de la
familia Rutaceae. Dentro de los citricos destacan el limdn, lima, y toronja, ya que estas
plantas estan constantemente produciendo brotes nuevos; la planta ornamental Murraya
paniculata es el huésped preferido de D. citri (EPO/CABI, 2005). Los adultos de D. citri son
saltadores activos; al alimentarse de las hojas o brotes, caracteristicamente guardan un
angulo de 30° respecto a la superficie de las hojas. Los huevos son amarillo brillante y son

depositados en los brotes tiernos. Las ninfas son verdes o anaranjado opaco; se alimentan



en hojas y tallos nuevos; por lo que durante esta época se dan incrementos poblacionales

durante los periodos de crecimiento vegetativo de la planta (Halbert y Manjunath, 2004).

Fig. 3. Murraya paniculata. Hospedero preferido de D. citri

Otra caracteristica de Diaphorina citri es que puede alimentarse en ramas (follaje)
maduro mientras llega la época de brotacion en los citricos, esto quiere decir que puede
sobrevivir sin ninglin problema durante todo el afio. Aunque en esta etapa las poblaciones

se reducen.

La hembra es capaz de llegar a poner hasta 800 huevos durante su vida. Los huevos
son de 0.3 mm de longitud, de amarillos a anaranjados y alargados, son depositados en las

hojas de brotes muy tiernos. (Knapp et al., 2006).



Fig. 5. Huevos de D. citri, depositados en una
Fig. 4. Hembra de D. citri adulta. hoja de citricos

De los huevos emergen
las ninfas de color
amarillo verde que
producen secreciones

de cera. Presenta cinco

instares ninfales; el
primer instar mide 0.25 Fig. 6. Ninfa de D. citri y secreciones de mielecilla blanca
excretadas por dicha ninfa

mm de longitud y el

ultimo de 1.5 a 1.7 mm. (Andnimo).
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3er instar
292 instar ler instar
49 instar
59 jnstar

Fig. 7. Diferentes estadios ninfales de D. citri

De las ninfas emergen los adultos de color
café moteado, miden de 3 a 4 milimetros de
largo. La ninfa y el adulto se alimentan de la
savia de brotes nuevos. El ciclo de vida de la
diaphorina es de 15 a 47 dias y pueden

llegar a tener mas de 30 generaciones

traslapadas por afio (Hoy et al., 1998).

Fig. 8. Adultos de D. citri posando sobre una
hoja de naranjo
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Fig. 9. Adulto Macho de
D. citri

Las mayores densidades de poblacién son en los meses secos (brotacién del mes
de mayo), disminuyendo en los meses de mayor precipitacion (Andnimo). Las
caracteristicas ideales para el desarrollo de Diaphorina citri son temperaturas altas de mas
de 30°C, y su pico poblacional tiene relacién directa con la disponibilidad de brotes tiernos

con lo que su aparicién puede coincidir con la del minador de los citricos (Rural, La Gaceta.

(s/a).)

El psilido asidtico de los citricos presenta un ciclo de vida corto y una alta capacidad
de reproduccién, especialmente en dareas costeras tropicales (Catling, 1970). Estudios
realizados por Tsai y Liu (2000) indican que la mayor cantidad de huevos se presentaron
en toronja. El ciclo de vida comprende las etapas de huevo, cinco instares ninfales y
adulto; a temperatura de 24°C los huevos eclosionan entre 4.1 y 4.3 dias, y sus cinco
instares pueden tener una duracién de 12.6 a 13.5 dias, de acuerdo al hospedero que

utilicen (Tsai y Liu, 2000). Las ninfas excretan un tipo de mielecilla que favorecen el
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desarrollo de hongos causantes de fumagina y provoca ademas la presencia de hormigas,
las cuales defienden a D. citri de sus enemigos naturales, debido a que dichas hormigas se
alimentan de la mielecilla excretada por el insecto plaga (CABI, 2005). D. citri
caracteristicamente también excreta una especie de pequefios granulos de cera,
parecidos a granos de sal; en ocasiones se llegan a observar como filamentos largos que
salen del extremo abdominal (Halbert, 1999; Halbert y Manjunath, 2004). Los adultos de
D. citri frecuentemente se encuentran en reposo en la porcidn terminal de las ramas o
brotes de las plantas, especialmente en el envés de las hojas. Cuando los adultos son
molestados saltan una corta distancia y se posan de nuevo en las hojas. Las hembras sélo
ovipositan en ramas tiernas y en la ausencia de éstas, cesan la oviposicion
temporalmente. La mayor longevidad de las hembras criadas en toronja es de 54 dias a

temperatura de 25°C. (Tsai y Liu, 2000).

Control quimico

Diaphorina citri puede ser controlado eficientemente con insecticidas quimicos; sin
embargo, este método a largo plazo trae como consecuencia la aparicién de plagas
secundarias, al tener que hacer varias aplicaciones de estos productos por afio (Mead,
1977). En Brasil, los insecticidas que han ejercido un buen control sobre D. citri son
productos sistémicos en periodos de lluvia y de movimiento de savia como es el Aldicarb y
el Imidacloprid, entre otros. Los productos de contacto son utilizados en periodos de
sequia y principalmente son: Dimetoato, Ethidon, Malathion, Piretroides, Carbamatos vy

Abamectina. (Cobelo, 2005).
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Imidacloprid (Confidor 35 SC, 0.5 por mil) controlé el 100% de los adultos y 98% de las

ninfas. (Caceres, S., 2002).

Control biolégico

En las Islas Reunién, D. citri fue controlado eficientemente con la introduccidn
desde la India del parasitoide especifico, Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera:
Eulophidae), igualmente esta especie fue introducida a la Isla de Guadalupe, donde
controlé exitosamente las poblaciones de la plaga (Etienne et al., 1998; da Graca y
Korsten, 2004). En Florida, E.U.A., se desarrollé un programa de control biolégico clasico
de D. citri basado en la introduccion y liberacion de los parasitoides T. radiata y
Diaphorencyrtus aligarhensis (Shafee, Alam & Agarwal) (Hymenoptera: Encyrtidae) (Hoy et
al., 1999; McFarland and Hoy, 2001); ademas, en las plantaciones se han observado
densidades altas del depredador Olla v-nigrum (Mulsant) (Coledptera: Coccinellidae) en
los arboles atacados por la plaga, por lo que se ha considerado a éste como un factor clave
en el control de D. citri (Michaud, 2001, 2004). El insecto es ademas atacado por diversas
especies de depredadores generalistas comUnmente asociados a los citricos (Gonzalez et
al., 2000a, b; Lopez-Arroyo, 2001; Lopez-Arroyo et al., 2003; Lopez-Arroyo et al., 2005) y

en México es también atacado por parasitoides nativos (Coronado et al., 2003).
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Fig. 10. Tamarixia radiata (Waterston),

parasitoide de D. citri. Fig.
depredador de D. citri

11. Olla  v-nigrum (Mulsant),

Investigacion de nuevos plaguicidas

La busqueda de sustancias naturales que permitan desarrollar nuevas estrategias
para controlar y eliminar insectos es necesaria debido al aumento en la resistencia
desarrollada por estos a los insecticidas quimicos sintéticos y el problema que generan por
ser no biodegradables y contaminantes. La mayoria de las plagas en los cultivos es
controlada biolégicamente a través de la actividad de aves, enfermedades, otros
microorganismos, etc. El control natural de las plagas, no sélo reduce el uso de productos
guimicos sintéticos y protege la salud de las personas, sino que también permite reducir

los costos de produccién de los cultivos (Batish et. al., 2008).

Sin lugar a dudas los fitoinsecticidas o insecticidas organicos constituyen una muy
interesante alternativa de control de insectos ademas de que sélo se han evaluado una

minima parte de las 250,000 que existen en el planeta por lo que las perspectivas futuras
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son aun insospechadas (Lagunes, 1994). De hecho existen plantas como el neem
(Azadirachta indica Juss) que ha mostrado tener excelentes resultados encontrandose en
el mercado formulaciones comerciales. Uno de los métodos claves en la investigacion de
nuevos plaguicidas botdnicos son los bioensayos. Estos bioensayos se emplean para
estudiar las propiedades biocidas de las diferentes partes de las plantas como; raices,
corteza, hojas, frutos, flores, etc., la eficacia de los diferentes extractos y formulaciones, y
para determinar el modo de accidn de los ingredientes activos. Los bioensayos deben ser
altamente sensitivos a las sustancias bioactivas, faciles de manipular, baratos, de amplio

espectro, y dar rdpidos resultados (Banki, 1978).
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MATERIALES Y METODOS
Cria de Diaphorina citri.

El estudio se realizé en el Campo Experimental Gral. Teran, N.L., México (N 25°18’,
W 99°35’, 265 msnm). Se colectaron adultos de Diaphorina citri que se posaban sobre
brotes tiernos u hojas maduras de plantas de naranjo agrio (Citrus aurantium) y de
naranjo trifoliado (Poncirus trifoliata) que se encuentran sembrados en camas de
germinacion ubicadas en el Campo Experimental General Teran, N.L. del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias. Para la colecta se utilizd una
aspiradora bucal, la cual es un recipiente de plastico transparente con dos mangueras
enclavadas en la tapa, una manguera para que el operador aspire y otra para apuntar y
atrapar al insecto. Las colectas se realizaron durante el mes de agosto-septiembre del
2008. Los insectos colectados se depositaban en recipientes de plastico trasparente en
grupos de 10 insectos adultos; posteriormente se liberaban en partes iguales en cajas de

reproduccién dentro del mismo campo experimental.

Las cajas de reproduccidon de Diaphorina citri se construyeron con las siguientes
medidas 48x48x60 cm. y 60x65x160 cm., y fueron elaboradas con madera para darle
forma y sostén, malla antiafidos para evitar que entraran agentes extrafos o que
escaparan los adultos; se realizaron dos ventanas donde se removié la malla y se colocé
una hoja de acetato que se pegd con silicon; también se adhirié una manga hecha de tela
de pabellén para poder introducir los insectos o poder introducir la manguera de la

aspiradora bucal. Se mantuvieron en un cuarto con condiciones controladas, a una
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temperatura de 269C con luz artificial durante 16 hrs., cada caja contenia dos plantas de
naranjo agrio de una edad aproximada de 16-20 meses, las cuales contaban con brotes
tiernos donde los adultos podian alimentarse y ovipositar los huevos para seguir
reproduciéndose. Cuando maduraban los brotes tiernos de las plantas, los insectos se
colectaban de nuevo y se realizaba el cambio de éstas por plantas que contaran con

brotes tiernos.

Fig. 13. Plantas de naranjo trifoliado
(Poncirus trifoliata) donde se colectaba
Diaphorina citri.

Fig. 12. Plantas de naranjo agrio (Citrus
aurantium) de donde se colectaba
Diaphorina citri.

Fig. 14. Cdmaras de cria
ubicadas en el laboratorio de
control biolégico del Campo
Experimental Gral. Teran, N.L.
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Bioensayo 1. Evaluacion de extractos vegetales e insectos: Semillas de papayay
hormigas rojas.

Para integrar la arena experimental se utilizaron plantulas de Mandarina Cleopatra
(Citrus reshni Hort) sembradas en vasos de unicel, con el uso del sustrato Sunshine Peat
Moos, al ras del vaso se cubrié con papel destraza para evitar que existiera contacto entre
el insecto y el suelo. Cada maceta se introdujo en un recipiente de plastico con capacidad
de un litro, de los denominados dulceros, al cual se le efectué una ventana en un costado

de 9 cm. de ancho por 22.5 cm. de largo y se cubrié con malla antiafidos.

Fig. 15. Plantulas de mandarina Cleopatra Fig. 16. Recipiente de plastico para la
(Citrus reshni Hort). colocacién de plantulas de mandarina
Cleopatra.

Fig. 17. Plantulas de Mandarina
cleopatra (Citrus reshni Hort)
depositadas en los recipientes de
plastico.
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En el dia de realizacion del bioensayo se colectaron adultos de D. citri de las camaras
de reproduccion y del vivero y se formaron grupos de 10 individuos depositados en botes
de plastico con capacidad de 250 ml. Para adormecer los insectos y facilitar la aplicacion
de los tratamientos, dichos recipientes se colocaron en refrigeracion durante 10 minutos a
una temperatura de 7°C., concluido ese tiempo se colocaron en un congelador a una
temperatura de 0°C, durante 5 minutos. En el presente bioensayo se evalué la mortalidad
de Diaphorina citri con diversos tratamientos alternativos bajo condiciones de exposicion
de adultos del mencionado insecto. En los ensayos se incluyd un testigo que fue asperjado
con agua. Se evaluaron seis tratamientos con cinco repeticiones cada uno. Los
tratamientos evaluados fueron:

1. Agua aplicada al insecto (Testigo 1).

2. Agua aplicada a la planta (Testigo 2).

3. Extracto de hormiga (Solenopsis spp., Hymenoptera: Formicidae) aplicado al

insecto.

4. Extracto de hormiga (Solenopsis spp., Hymenoptera: Formicidae) aplicada a la

planta.

5. Extracto de papaya aplicada al insecto.

6. Extracto de papaya aplicada a la planta.

Para obtener el extracto de hormiga se colectaron éstas de un hormiguero que se
encuentra en el Campo Experimental, se trituraron en un mortero con pistilo y se tomaron
5 g de esta muestra los cuales se disolvieron en 50 ml de agua, se mezcld y se aplicé en los

diferentes tratamientos indicados. En el caso de extractos de semilla de papaya, la
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recoleccion de ésta se realizé de frutos de la variedad Maradol. Las semillas fueron
lavadas y posteriormente maceradas. Se utilizé un total de material vegetal de 36 g al
cual se le agregd como solvente 50 ml de agua, posteriormente se hicieron las diferentes

aplicaciones de los tratamientos arriba indicados.

. ) Fig. 19. Preparacion del extracto.
Fig. 18. Hormigas recolectadas.

Fig. 20. Extraccion de semillas de papaya.
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En tres de los tratamientos se asperjoé la planta antes de que se depositaran los adultos
de D. citri en el recipiente y en los tres restantes se asperjo a los adultos. La aspersion se
realizé con un atomizador con capacidad de 100 ml y un gasto de 0.135 ml/aspersién. La
aplicacién de los tratamientos a los insectos se realizé inmediatamente después de
cumplir el periodo de tiempo en el congelador y se realizé directamente en el bote que los
contenia. Posteriormente fueron liberados en cada arena experimental que contenia la
plantula de mandarina Cleopatra. Concluidas las liberaciones en cada una de las arenas
experimentales, éstas se colocaron en una cdmara bioclimatica a una temperatura de
269C y fotoperiodo de 16:8 hrs. de luz y oscuridad. El registro de los datos se realizé al

tercer dia después de realizar el experimento.

Fig. 21. Camara de incubacién con Fig. 22. Camara de incubacién con
temperatura regulada a 26°C y las arenas experimentales del
fotoperiodo 16:8 hrs. de luz: bioensayo.

oscuridad.



22

Bioensayo 2. Evaluacion de extractos de guayaba y aceite vegetal.
La arena experimental y los procedimientos realizados fueron similares al
bioensayo anterior. En este experimento se evaluaron ocho tratamientos con seis

repeticiones cada uno, los tratamientos fueron:

1. Aceite de soya marca Nutrioli + adherente aplicado al adulto
2. Aceite de soya marca Nutrioli + adherente aplicado a la planta
3. Extracto de follaje de guayaba aplicado al adulto

4. Extracto de follaje de guayaba molido aplicado a la planta

5. Infusién de follaje de guayaba aplicado al adulto

6. Infusién de follaje de guayaba aplicado a la planta

7. Agua aplicada al adulto (Testigo 1).

8. Agua aplicada a la planta (Testigo 2).

El tratamiento a base de aceite de soya se prepardé con la mezcla de 6 ml de aceite
Nutrioli® + 2 ml de surfactante por cada litro de agua. El aceite Nutrioli® contiene omega
3y 6, 0 gr. de grasas trans por cada 946 ml. En el caso de los tratamientos en base al
follaje de la guayaba, éstos se prepararon de la siguiente forma: para el extracto se
obtuvieron 25 g de follaje tierno, el cual fue macerado en 300 ml de agua mediante la
ayuda de un mortero vy pistilo, al obtener un macerado uniforme, fue filtrado con la ayuda
de tamices y una tela de malla fina. La infusién fue obtenida al hervir durante 10 minutos

una cantidad similar de follaje de guayaba en 300 ml de agua; el producto fue mantenido
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en reposo hasta enfriar y posteriormente fue filtrado con la ayuda de la tela fina. Parala
aspersion de los productos se siguié el mismo procedimiento indicado en el bioensayo
anterior, a excepcidon de que los adultos de D. citri fueron mantenidos en refrigeracion
durante 15 minutos y solamente 3 minutos en el congelador. Los adultos destinados para
los tratamientos con aspersion a la planta solo fueron sometidos al periodo de
refrigeracion. Una vez concluidas las aspersiones de los tratamientos en cada una de las
arenas experimentales se colocaron en la cdmara bioclimatica a una temperatura de 26°C
y fotoperiodo de 16:8 hrs. de luz: oscuridad. El registro de datos se realizé también al

tercer dia del experimento.

Fig. 23. Plantas de guayaba mantenidas en el Campo Experimental Gral. Teran, N.L., para

la obtencién de follaje para evaluaciones experimentales.

Bioensayo 3. Evaluacion de extractos de orégano (Lippia graveolens Kunth).
La arena experimental y los procedimientos realizados fueron similares a los bioensayos
anteriores. En este experimento se evaluaron ocho tratamientos con diez repeticiones

cada uno, los tratamientos fueron:
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1. Solucién madre de orégano licuado con agua purificada aplicada directamente a
adultos de Diaphorina citri.

2. Infusién madre de orégano aplicada directamente a adultos de Diaphorina citri.

3. infusién madre de orégano aplicada directamente a las plantas.

4. Dilucién 1:1 de la solucion madre de infusion con agua purificada y aplicada
directamente a adultos de Diaphorina citri.

5. Dilucion 1:10 aplicada directamente a adultos de Diaphorina citri. .

6. Dilucion 1:100 aplicada directamente a adultos de Diaphorina citri. .

7. Diluciéon 1:1000 aplicada directamente a adultos de Diaphorina citri.

8. Aspersion de agua directamente sobre los adultos de D. citri (Testigo 1).

9. Aspersion de agua directamente sobre el follaje de las plantulas (Testigo 2).

El orégano se cosechd el dia 30 de octubre de 2008 y el presente experimento se realizé el
dia 10 de noviembre de 2008. Para el primer tratamiento con orégano se prepard una
solucién madre mediante el licuado de 4 gr de lamina foliar de orégano con 80 ml de agua.
El material vegetal y el agua se colocaron en una licuadora marca Osterizer de una
velocidad y se licué hasta que la lamina foliar se moliera homogéneamente; se obtuvo el
liguido concentrado pasandolo por tamices y una triple tela de organza. Para el
tratamiento de la infusién madre de orégano se utilizaron 4 gr. de lamina foliar de
orégano, triturado en seco, de tal manera que pudiera sumergirse en 80 ml de agua

purificada. El agua y el material de orégano fueron colocados en un vaso de precipitado
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de 100 ml de capacidad, el cual se colocé en una plancha eléctrica con agitacidn, se cubrié
con un platillo de vidrio, se dejé que llegara a punto de ebullicidn y posteriormente se
retiré del calor y se dejo enfriar. El liquido se filtré con un colador de plastico. Esta
infusién fue utilizada para realizar las diluciones correspondientes a los tratamientos

indicados.

10/11/2008

Fig. 24. Pesado del orégano. Fig. 25. Preparacion de la infusion.

Antes de la aplicacion de los tratamientos, todos los insectos adultos se
mantuvieron 15 minutos en refrigeracién (10°C); posterior a este periodo, los grupos que
recibieron directamente la aspersidon fueron ademas mantenidos durante 4 minutos en
congelacién (-2°C). El procedimiento para la aspersion y manipulaciéon de las arenas
experimentales fue similar al efectuado en los bioensayos anteriores. El registro de los

datos se realizd 48 hrs. después de efectuado el experimento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Bioensayo 1. Evaluacion de extractos vegetales e insectos: Semillas de papaya y
hormigas rojas. La mortalidad promedio resultante de la aplicacidn de los tratamientos se
presentd en un rango de 2-10.4%, con el valor minimo registrado en el tratamiento dos, el
testigo que recibié la aspersion de agua a la planta y el valor maximo fue registrado en el
tratamiento seis basado en la aspersidn del extracto de las semillas de papaya aplicado a
la planta. De los tratamientos aplicados directamente a los adultos de Diaphorina citri, el
tratamiento tres basado en el extracto de hormiga fue el que registré la mayor mortalidad

con un valor promedio de 8% (Fig. 25).
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Fig. 26. Mortalidad de adultos de Diaphorina citri causada por extractos de hormiga
roja y papaya y aplicados en aspersion directa al insecto o a la planta en los cuales las

aplicaciones se realizaron directamente al insecto. Tratamientos: 1. Extracto de hormiga

(Solenopsis sp., Hymenoptera: Formicidae) aplicado al insecto. 2. Extracto de hormiga aplicada a la planta. 3.
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Extracto de semillas de papaya aplicada al insecto. 4. Extracto de semillas de papaya aplicada a la planta. 5. Agua

aplicada al insecto (Testigo 1). 6. Agua aplicada a la planta (Testigo 2).

A pesar de que los tratamientos causaron una baja mortalidad en D. citri, los
resultados son valiosos sobretodo por los valores que fueron registrados en los testigos y
principalmente cuando la aspersién de agua fue realizada directamente a la planta, ya que
se registré el valor minimo de mortalidad (2%) de los adultos de D. citri, lo que indica una
excelente conduccién del bioensayo. Asimismo, también es posible observar indicios de
efectos diferentes de los tratamientos basados en extractos, los cuales son de mortalidad
directa (extractos de hormiga) y de posible repelencia (extractos de semilla de papaya
aplicados a la planta). Las hojas de papaya han sido utilizadas para controlar hongos,
especialmente roya y cenicilla polvorienta, ademads existen informes de su uso como
insecticida y vermicida (Chandler, 1962 citado por Ponce, 2006). Es necesario continuar
con la linea de investigacion de este ultimo tratamiento; ya que posiblemente la semilla
de la papaya contiene compuestos que puedan ejercer repelencia de D. citri. Existe la
posibilidad de que otro tipo de solventes o métodos de extracciéon permitan obtener

mayor cantidad del producto potencial que causa la repelencia.

Bioensayo 2. Evaluacion de extractos de guayaba y aceite vegetal. Los resultados
obtenidos de la aplicacidon de los tratamientos del presente bioensayo mostraron una
mortalidad promedio en el rango de 28.7-64.6%, con el registro de la mortalidad menor
en el tratamiento basado en la aspersion de agua al insecto y el mayor también fue

registrado para el tratamiento testigo donde el agua fue aplicada a la planta. De la
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mortalidad causada por el resto de los tratamientos evaluados, se observd que la
aspersion de aceite de soya a la planta produjo una mortalidad promedio de 58.2%;
mientras que el extracto de guayaba asperjado a la planta causé una mortalidad de 56.8%.
Durante el presente bioensayo se cambio el tiempo de refrigeracion y congelacién de los
adultos de D. citri con respecto al bioensayo anterior, lo cual fue posible que afectara el
desarrollo del estudio, ya que el registro de la mayor mortalidad fue obtenido en el testigo

basado en la aspersidn de agua a la planta (Fig. 26, Cuadro 2).
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Fig. 26. Mortalidad promedio de Diaphorina citri causada por compuestos contenidos en

hojas de guayaba y aceite vegetal de soya. Tratamientos: 1. Aceite de soya marca Nutrioli + adherente

aplicado al adulto. 2. Aceite de soya marca Nutrioli + adherente aplicado a la planta. 3. Extracto de follaje de guayaba
aplicado al adulto. 4. Extracto de follaje de guayaba molido aplicado a la planta. 5. Infusion de follaje de guayaba
aplicado al adulto. 6. Infusidn de follaje de guayaba aplicado a la planta. 7. Agua aplicada al adulto (Testigo 1). 8. Agua

aplicada a la planta (Testigo 2).



29

A pesar de lo anterior, es conveniente indicar que los resultados obtenidos con los
tratamientos basados en el follaje de guayaba podria significar algun interés respecto a la
forma de preparar el material, ya que como es posible de observar, el tratamiento con el
extracto crudo presentd mayor mortalidad que en el tratamiento donde el follaje fue
hervido en agua (infusién), donde posiblemente la temperatura influydé en la obtencién
del producto que podria afectar a D. citri. Para investigaciones subsecuentes, se sugiere
ampliar la exploracidn a extractos crudos con el uso de otro tipo de solventes, ya que en el

presente estudio solo se utilizé agua.

El auge en la investigacion sobre la relacién guayaba-D. citri parte de
observaciones realizadas en 2004 en Viet-Nam, donde se indicé que en huertos de citricos
intercalados con guayaba, la incidencia del vector y del HLB era nula o muy baja. (ACIAR,
2008). Esto fue investigado con mas detalle por el SOFRI (Southern Fruit Research
Institute) de Viet-Nam, donde se confirmd que esta practica de cultivo mantenia las
plantaciones de citricos libres de HLB, debido a que la guayaba ejercia un efecto repelente
hacia Diaphorina citri. (FFTC, 2007). Sin embargo, evidencias recientes también indican lo
contrario, con infeccion por HLB similar entre huertos intercalados y no intercalados con
guayaba en tan solo tres afios después de la invasidon por vectores infectivos (Ichinose et
al., 2008). No obstante esto, los efectos de la guayaba en el vector han sido estudiado
intensivamente en laboratorio y los avances mas recientes indican los componentes
activos de los tejidos de la guayaba, de los cuales varios sulfuros volatiles, principalmente:

sulfito de hidrégeno, didxido de azufre, metametiol, sulfuro de dimetilo (DMS), disulfuro
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de dimetilo (DMDS), metional y trisulfuro de dimetilo (DMTS) son los son los productos
generalmente obtenidos y asociados con la repelencia de D. citri. (Rouseff et al. 2008a,b).
El DMDS es téxico a los insectos, forma parte de las defensas de la planta y es liberado
cuando las hojas sufren dainos mecanicos (Rouseff et al., 2008a). El DMDS (C2H6S2) es un
producto conocido desde hace afios por los investigadores. Su actividad insecticida es del
tipo neurotdxica ya que interviene con los canales de calcio y potasio de las células
nerviosas (Carlini y Grossi-de-sa, 2002; Dugravots et al., 2003). El DMDS se forma
inmediatamente después que las hojas son lesionadas y permanece en el ambiente
alrededor de la planta por cerca de 10 minutos; este compuesto no es producido por los
arboles de citricos (Rouseff et al., 2008a,b). D. citri es posible que evite la presencia de

volatiles de guayaba en las plantas de citricos (Rouseff et al., 2008a,b; Zaka y Zeng, 2008).

Bioensayo 3. Evaluacion de extractos de orégano (Lippia graveolens Kunth).

En el presente bioensayos, los resultados obtenidos muestran que la mortalidad
ocasionada por los tratamientos en D. citri se presentd en el rango de 13.1-35.5%, con la
minima mortalidad registrada en el tratamiento con la infusién madre aplicada al insecto,
y la maxima fue obtenida en el tratamiento donde se asperjé la dilucion 1:1 de la infusién
preparada con el orégano (Fig. 27, Cuadro 2). La mortalidad registrada en los
tratamientos testigos fue de 34.2% cuando se asperjé directamente al insecto y de 18.4%
cuando la planta recibié la aspersion del agua (Fig. 27, Cuadro 2). Al igual que en el
bioensayo anterior, las condiciones del manejo del adulto para recibir las aspersiones de

los tratamientos variaron con respecto al primer bioensayo indicado (evaluacién de
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extractos de papaya y hormigas), es decir, se incrementé el tiempo de refrigeracion y se
disminuyd el de congelacién, con lo cual se esperaba obtener mejores resultados de
supervivencia en los tratamientos testigos; sin embargo, sucedié lo contrario, por lo cual
los resultados fueron afectados, ya que si bien se llegd a registrar hasta 35.5% en el
tratamiento con la infusién madre aplicada al insecto, en el testigo se registré un valor
promedio de 34.2%. Para futuras investigaciones con este insecto se recomienda realizar
el mismo procedimiento de bioensayos con condiciones de tiempo de refrigeracién de 10
minutos y 5 minutos de congelacién. Ademas, se sugiere explorar ain mas los extractos
crudos, ya que la mayoria de los tratamientos estuvieron relacionados con el uso de
infusiones. También sera necesario utilizar otro tipo de solventes que permitan obtener
diferentes compuestos del orégano, ya que varios han demostrado actuar como un
veneno con actividad ovicida, inhibitoria de la reproduccion o de la sinapsis y varios han
sido documentados por sus efectos en larvas del mosquito Culex pipiens molestus y contra

huevos y adultos de Mayetiola destructor (Lamiri et. al., 2001; Traboulsi et al., 2002).
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Fig. 27. Mortalidad promedio de Diaphorina citri causada por compuestos contenidos

en hojas de orégano. Tratamientos: 1. Solucion madre de orégano licuado con agua purificada aplicada

directamente a adultos de Diaphorina citri. 2. Infusidn madre de orégano aplicada directamente a adultos de
Diaphorina citri. 3. Infusion madre de orégano aplicada directamente plantas. 4. Dilucién 1:1 de la soluciéon madre
de infusidn con agua purificada y aplicada directamente a adultos de Diaphorina citri. 5. Dilucién 1:10 aplicada
directamente a adultos de Diaphorina citri. 6. Dilucién 1:100 aplicada directamente a adultos de Diaphorina citri. 7.
Dilucién 1:1000 aplicada directamente a adultos de Diaphorina citri. 8. Aspersion de agua directamente sobre los

adultos de D. citri (Testigo 1). 9. Aspersidn de agua directamente sobre el follaje de las plantulas (Testigo 2).



Cuadro 2. Mortalidad promedio de Diaphorina citri causada por diferentes tratamientos evaluados en los bioensayos.

Promedio * Desviacion Estandar

Bioensayo 1 Mortalidad (%) Bioensayo 2 Mortalidad Bioensayo 3 Mortalidad
Tratamientos Tratamientos (%) Tratamientos (%)
Extracto de hormigas (D. 8+1.3 Aceite de soya (D. citri) 38.13+1.9 Extracto de orégano (D. citri) 32.41+3.4
citri)
Extracto de hormigas (planta) 4+0.8 Aceite de Soya (planta) 58.16 + 2.2 Infusidon madre de orégano (D. 13.07+1.2
citri)
Extracto de papaya (D. citri) 2.22+0.4 Extracto de Guayaba (D. citri) 42.86+2.8 Infusién madre de orégano 15.92+1.3
(planta)
Extracto de papaya (planta) 104 +£0.7 Extracto de guayaba (planta) 56.81+2.2 Dilucién de infusiéon madre de 35.46+2.4
orégano 1:1
Testigo (Agua D. citri) 422 +0.5 Infusién Guayaba (D. citri) 299+2 Dilucién de infusiéon madre de 26.27+ 3.3
orégano 1:10
Testigo (planta) 2+0.4 Infusidn guayaba (planta) 3255+1.4 Dilucion de infusion madre de 28.21+4.1
orégano 1:100
Testigo (Agua D. citri) 28.7+2.7 Dilucién de infusion madre de 33.55+3.7
orégano 1:1000
Testigo (Agua planta) 64.61+ 1.5 Testigo 1 34.16+ 3.1
Testigo 2 18.42+1.7
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En el presente estudio los diferentes tratamientos evaluados causaron una
mortalidad muy baja de D. citri, por lo que aun no es posible considerar a estos como
productos alternativos para el control de la plaga, ya que aun se requiere establecer
nuevas lineas de investigacién para continuar con los estudios de exploracidn para la
obtencidn de productos efectivos y seguros para el control de D. citri. Sin embargo, con
base en los resultados de los bioensayos realizados es posible sugerir el establecimiento
de un protocolo de bioensayo para la evaluacién en laboratorio de productos para el
control de adultos de D. citri. Para un desarrollo satisfactorio del bioensayo, éste

debera de incluir lo siguiente:

1. Adultos de D. citri colectados y depositados en recipientes de plastico trasparente con
capacidad de 250 ml, en grupos de 10 insectos.

2. Arena experimental integrada por plantulas de mandarina Cleopatra (Citrus reshni
Hort) sembradas en vasos de unicel, con uso de sustrato comercial y ras del vaso
cubierto con papel destraza.

3. Cada maceta colocada en un recipiente de plastico con capacidad de un litro, con tapa
y una ventana de malla antiafidos.

4. Para facilitar la aspersion de productos a evaluar en los insectos, es importante
someterlos a refrigeracidon durante 10 minutos y posteriormente en congelacién
durante 5 minutos.

5. Aplicar los tratamientos a los insectos inmediatamente después de cumplir el periodo
de tiempo en el congelador y realizarlo directamente en el recipiente que los
contenga.

6. El atomizador utilizado caracteristicamente realizaba un gasto de 0.135 ml/aspersion.
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7. Después de la aspersidn, liberar los insectos dentro de cada arena experimental que
contenga la plantula de citricos.

8. Mantener las arenas experimentales en una camara bioclimatica a una temperatura
de 26°Cy fotoperiodo de 16:8 horas de luz y oscuridad.

9. Evaluar mortalidad de Diaphorina citri a las 48-72 horas después de aplicar los

tratamientos.

CONCLUSIONES
1. En el presente estudio los diversos productos alternativos evaluados carecieron
de efectos notables para el control de Diaphorina citri.
2. Se obtuvo un protocolo de bioensayos para la evaluacién de productos para el
control de adultos de Diaphorina citri, en el cual para manipular los adultos y
facilitar la aspersidn de tratamientos a evaluar, es crucial considerar el tiempo de

refrigeracién y congelacion de los adultos indicados en dicho protocolo.
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