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NOTA AL LECTOR

El programa de Maestria en Produccion Agropecuaria, sancionado por el H. consejo Universitario con

feche 15 de Marzo de 2013; establece los lincamientos para su operacion en su plan de estudios.

Determinando en el articulo 28 de las reglas complementarias los requisitos para la obtencion del grado

que a la letra dice:

Articulo 28. Requisitos para la obtencion del grado. Se otorgara el grado de “Maestria en

Produccion Agropecuaria”, con cualquiera de las siguientes opciones: “Agricolas”, “Pecuaria’,

“Forestal’

", “Acuicola” o “Agronegocios” al alumno que cumpla con lo establecido en el articulo 71

del Reglamento General de Estudios de Posgrado y con los siguientes requisitos:

a) Haber cubierto la totalidad de los créditos.

b) Haber entregado y defendido el proyecto de Tesis el cual se define de la siguiente

¢)

manera

PROYECTO TERMINAL (TESIS). Es un informe académico que se deriva de los
estudios realizados y, de acuerdo con el CONACYT (2006), es de caracter
profesional, docente o empresarial, en el que el estudiante debe demostrar el
dominio de las competencias adquiridas. Es un informe producto del trabajo que
puede ser de cardcter profesional, experimental o empresarial, segun la modalidad
escogida por el estudiante (ver anexo 2), donde tiene que demostrar el dominio de
las competencias adquiridas en el programa de la maestria y deberad responder a
una problematica relacionada con el area y relevante en nuestro contexto a la cual

contribuya a solucionar.

A su vez el anexo 2 de dicho plan de estudios es mas especifico al explicar las alternativas para la

realizacion del proyecto de tesis, como a continuacion se describe:

Anexo 2

Alternativas para la realizacion del proyecto de tesis del PMPA

Debido a la diversidad de opciones y a los requerimientos de flexibilizacion de los planes de

estudio de esta maestria, se plantean diferentes modalidades para el desarrollo del Proyecto



de Tesis, el cual busca dar respuesta a las demandas del campo productivo, asi como a los

intereses y aptitudes del estudiante.

El objetivo de este anexo es clarificar las caracteristicas generales de cada modalidad que
sirvan de guia para que a los Comités Revisores, conformados adhoc, quienes delimitaran los
requisitos, exigencias, aspectos a abordar y los estandares minimos de calidad requeridos. El

proyecto de tesis podra realizarse a través de alguna de las siguientes opciones:

1. ESTUDIO DE CASOS

Es un analisis de una entidad, fenomeno o unidad social de naturaleza particularista, descriptiva y
heuristica, basada en el razonamiento inductivo. Es particularista porque se centra en una situacion,
evento o fenomeno especifico, el cual en si mismo es importante por lo que revela del fenomeno y lo
que pueda representar. Es descriptivo, porque el producto final es una representacion rica y densa del
fenomeno a investigar y es heuristica, porque ilumina la compresion del lector del fenomeno objeto de
estudio, lo que puede llevar a descubrir nuevos significados, ampliar la experiencia o confirmar lo que

se sabe (Pérez 2001). El estudio de casos puede ser de una empresa, de una actividad productiva, etc.

Los estudios de casos cualitativos son estudios que involucran la exploracion detallada a lo largo de
un periodo de tiempo, lo suficientemente extenso, que permita el entendimiento profundo del objeto de
estudio y del contexto en que este se ubica, por medio de métodos multiples de recoleccion de datos y
multiples fuentes de informacion altamente contextualizadas (Cresswell 1998). Es aplicable en

innumerables campos donde se trate de combinar eficazmente la teoria de la practica.

2. ESTUDIOS ECONOMICOS

Los estudios de este tipo son componentes importantes de la investigacion acerca de la efectividad y
establecimiento de politicas en los niveles federal, estatal y local en diversos tipos de sistemas
educativos. Su proposito es entender los efectos de reformas o politicas en relacion con sus costos,
contribuciones de la educacion al crecimiento economico y al desarrollo, asi como acerca del entorno

no monetario en educacion (Coombs 1994).

3. PROYECTOS DE DESARROLLO TECNOLOGICO

Estos proyectos involucran un proceso de cambio, por medio del cual se intenta alcanzar los objetivos
de la actividad productiva con los mas altos niveles de logro. Se caracterizan por realizar una
descripcion especializada de un caso, organizado de acuerdo con las lineas del posgrado. Los

aspectos basicos que debe contener el andlisis seran: describir el contexto situacional del caso, los



principales factores involucrados, los conceptos que se aplican con base en las perspectivas
disciplinares actuales, la explicacion de los elementos que justifiquen el qué, como y cudndo de la
problematica, la delimitacion de la problematica analizada donde se deben definir sus fronteras e
identificar los factores o variables que ocasionan obstaculos en el desarrollo de la institucion; ast

como el andlisis de las interrelaciones de los factores o variables seleccionadas.

4. DISENO, DESARROLLO Y VALIDACION DE INSTRUMENTOS DE EVALUACION
Y MEDICION PRODUCTIVA

Consiste en el diseno, desarrollo y validacion de un instrumento, técnica o estrategia de evaluacion y

medicion, con sus propiedades, limitaciones y fortalezas reportadas, asi como sus indicadores de

confiabilidad y validez.

5. PROGRAMAS DE PREVENCION E INTERVENCION
Consiste en el proyecto de atencion, solucion y prevencion de problemas productivas, documentados a
traveés de acciones que evidencien la adquisicion de conocimientos, habilidades y actitudes durante el
programa de estudio. Serd necesario implementar el proyecto (aun en fases piloto o preliminares) y

evaluar sus resultados.

6. OTROS

Cualquier otro proyecto propuesto del estudiante por el visto bueno de su asesor, aprobado por el

Comité tutoral.

Por tanto este documento podra ser de la naturaleza descrita con antelacion y con ello cumplir con el

objetivo y el enfoque Profesionalizante del Programa.

La Coordinacion Académica del Programa de Maestria en Produccion Agropecuaria con opcion

terminal en el Area: Agricola, Pecuaria, Forestal, Acuicolay Agronegocios.



RESUMEN

El psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) es una de
las plagas mas importantes del cultivo de los citricos en todo el mundo, que transmite el
agente causal del Huanglongbing o HLB de los citricos. Se monitore6 la resistencia de tres
poblaciones (Dci-Antinez, Dci-CParacuaro y Dci-El Junco) de adultos y ninfas de D. citri,
colectadas en el Valle de Apatzingan, Michoacan, hacia los insecticidas bifentrina, malation y
cloripirifos. Dos poblaciones de adultos (Dci-CParacuaro y Dci-El Junco), colectadas en el
mes de noviembre, y una de ninfas (Dci-El Junco), colectada en el mes de agosto, mostraron
baja, pero significante, resistencia hacia bifentrina, con proporciones de resistencia (PR) entre
5-7 comparado con la poblacion susceptible. En contraste, con excepcion de la poblacion Dci-
El Junco colectada en el mes de junio, las tres poblaciones de adultos y ninfas mostraron
significante resistencia a malation (PR entre 145-343 para adultos y 310-432 para ninfas) y
clorpirofos (PR entre 1175-2425 para adultos y 405-1412 para ninfas). En la segunda parte de
este estudio, se determin6, en diferentes fechas de colecta, el parasitismo natural de Tamarixia
radiata Waterston (Hemiptera: Eulophidae) sobre ninfas de D. citri en cinco sitios, incluidos
los tres donde se realizd el estudio de resistencia. Solo se observo parasitismo sobre las ninfas
de tercero (hasta 2.3%), cuarto (hasta 29%) y quinto (hasta 7%) instar. Se propone establecer
un programa de manejo de la resistencia que conserve al parasitoide 7. radiata con objetivo de

mantener bajas las poblaciones de D. citri.

Palabras clave: psilido asiatico de los citricos, proporcion de resistencia, Valle de

Apatzingan, parasitoide sinovigénico, piretroides, organofosforados.



ABSTRACT

The Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) is one of the most
important pest of citrus crops worldwide that transmits the causal pathogen Huanglongbing.
The resistance of three populations of adults and nymphs of D. citri (Dci- Antunez, Dci-
CParacauro, Dci- El Junco) to bifenthrin, malathion, and cloripirifos, collected in the Valley of
Apatzingan, Michoacan, was monitored in this study. Two populations of adults (Dci-
CParacuaro and Dci-El Junco), collected in November, and one of the nymphs (Dci-El Junco),
collected in August, showed low but significant resistance to bifenthrin, with resistance ratios
(RR) between 5-7 compared with the susceptible population. In contrast, with exception to
Dci-El Junco population collected in June, all the three populations of adults and nymphs
showed significant resistance to malathion (RR between 145-343 for adults and 310-432 for
nymphs) and clorpirofos (RR between 1175-2425 for adults and 405-1412 for nymphs). In the
second part of this study, the natural parasitism of Tamarixia radiata Waterston (Hemiptera:
Eulophidae) was determined at different dates of collection on nymphs of D. citri in five sites,
including the three where insecticide resistance was monitored. Parasitism was only observed
on third instar nymphs (up to 2.3%), fourth (up to 29%) and fifth (up to 7%). The
establishment of a management resistance program is proposed that preserves the parasitoid 7.

radiata and that maintaining low the D. citri populations.

Key words: Asian citrus psyllid, resistance ratio, Valle de Apatzingéan, sinovigenic parasitoid,

pyrethroids, organophosphates
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1.- INTRODUCCION

A nivel mundial, México ocupa el quinto lugar en la produccion de citricos (Citrus sp.) con
mas de 550 mil ha de las cuales se obtienen mas de 8.5 millones de toneladas de produccion
cada afio. El estado de Michoacan, ocupa el tercer lugar en produccion de estos cultivos con
47 mil ha que se concentran en el Valle de Apatzingan, el cual comprende los municipios de
Buenavista, Apatzingan, Mugica, Paracuaro, Tepalcatepec, La Huacana y Lombardia (SIAP

2014).

Actualmente, el psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae), es la plaga més importante de los citricos en todas las regiones del
mundo (Tiwari ef al. 2011a, Tiwari et al. 2012). Este insecto tiene la capacidad de transmitir a
la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus, la cual esta asociada con una de las
enfermedades mas destructivas de los citricos, el Huanglongbing (HLB) o dragén amarillo
(Bové 2006). En el continente Americano, el HLB se reportd por primera vez en Brasil en
2004. En México, esta enfermedad se detectd por primera vez en los municipios de Tizimin,

Yucatan y Lazaro Cardenas, Quintana Roo (Torres et al. 2013).

El control quimico se mantiene como el método mas practico para reducir las
poblaciones de D. citri en México; sin embargo, el uso excesivo de insecticidas sintéticos
genera problemas de resistencia y dafos al medio ambiente, por lo que existe una
desaprobacion publica generalizada (Cortéz et al. 2010). Tradicionalmente, para el manejo de
D. citri, los agricultores realizan hasta dos aplicaciones por mes de insecticidas de amplio
espectro, tales como imidacloprid, tiametoxam, bifentrina, dimetoato y malation, pero el
control no es efectivo debido a la alta capacidad del insecto para desarrollar resistencia hacia

algunos de estos compuestos (Cortéz y Lopez 2012).

Tamarixia radiata Waterston (Hymenoptera: Eulophidae) es una alternativa para
disminuir las poblaciones de D. citri. Tamarixia radiata es un ectoparasitoide, sus larvas se
alimentan de las ninfas de D. citri y pupan entre la superficie de la hoja y el cuerpo del
hospedero. Los adultos emergen, por la parte dorsal del torax, a través del integumento del

huésped o momia. Las hembras de 7. radiata se alimentan de la hemolinfa de sus hospederos

11



de donde obtienen proteinas para la maduracion de sus huevos; esto también contribuye a la

mortalidad de las ninfas de D. citri (Cermeli et al. 2009).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Diaphorina citri Kuwayama: Origen y distribucion

Diaphorina citri es una de las plagas mas serias de los citricos a nivel mundial, debido a que
transmite a una de las enfermedades mas devastadoras para los citricos a nivel mundial: el
Huanglongbing o también conocida cominmente como dragéon amarillo. Entre 1960 y 1970
esta enfermedad caus6 la muerte de alrededor de 3 millones de arboles en Asia y 10 millones

en Africa del sur (Garnier 2000).

El psilido asiatico de los citricos es originario de Oriente y se describid por primera vez
en Taiwan en 1907 (Halbert y Manjunath 2004). Este insecto estd ampliamente distribuido en
todo el suroeste de Asia y tiene una amplia distribucién en el continente Americano. En 1942
se reportd, en Costa Rica, en 1984 en Argentina, posteriormente, en 2004, se registré en
Uruguay, Belice, Cuba, y Brasil (da Graca 1991, Halbert y Manjunath 2004), Honduras, Islas
Guadalupe, Puerto Rico, Venezuela, Argentina y Estados Unidos (Etienne et al. 2001, Cermeli
et al. 2000, Gonzalez et al. 2003, Halbert y Manjunath 2004, Richard et al. 2005).

En México, D. citri se encontrd por primera vez en el afio 2002 en los estados de
Campeche y Quintana Roo (Martinez y Cortéz 2008) y en 2008 se detectaron especimenes en
Tijuana y Baja California. En el estado de Michoacan, esta plaga se registro en 2006 en el

municipio de Tepalcatepec, en el Valle de Apatzingan (Martinez 2008, Lopez et al. 2010).

2.1.1 Ciclo de vida y morfologia

En condiciones de campo, la duracion del ciclo de vida de D. citri es de 14 y 49.3 dias, a 28°C
y 15°C, respectivamente, las temperaturas de 25 y 28°C son las mas adecuadas para su
desarrollo, mientras que a temperaturas inferiores de 10°C y superiores de 33°C no se
desarrolla (Geiger y Gutiérrez 2000). Diaphorina citri presenta un pico poblacional al final de

la primavera e inicios de verano, que coincide con la aparicion de nuevos brotes vegetativos en

13



los cultivos de citricos (Garcia 2009). Diaphorina citri tiene un desarrollo hemimetabolo que

comprende los estados de huevo, ninfa y adulto, los cuales se describen a continuacion:

Huevo: Los huevos son de forma ovoide, alargados, con prolongacién en uno de sus
extremos; recién depositados son de color amarillo claro y se tornan a brillante anaranjados,
miden aproximadamente 0.3 mm de longitud y 0.1mm de ancho (Figura 1A). Los huevos son
colocados generalmente en el extremo de los brotes tiernos, sobre y entre las hojas

desplegadas (Garcia 2009).

FIGURA 1. Estado de vida de D. citri. a: huevo; b: ninfa primer instar; c: ninfa segundo

instar; d: ninfa tercer instar; e: ninfa cuarto instar; f: ninfa quinto instar g: adulto.

Primer instar: Las ninfas de primer instar (N1) son generalmente de color amarillo, su cuerpo
es elongado con antenas de 2 segmentos relativamente largos, cada segmento mide

aproximadamente 0.02 y 0.04 mm, con un sensorio; patas segmentadas, tibio-tarsos con dos
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ufas; el margen del abdomen con 7 pares de cerdas, la ninfa N1 mide 0.33 mm de longitud y

0.35 mm de ancho, la antena mide 0.06 mm (EPPO 2005) (Figura 1b).

Segundo instar: Las ninfas de segundo instar (N2) son generalmente de una coloracion
amarilla, este instar contiene dos segmentos antenales cada uno mide 0.02 y 0.06, con un
sensorio y una seta capitada; el abdomen con rayas esclerosadas y en la base una placa larga
apical con un margen de 7-8 pares de cerdas (EPPO 2005). El segundo instar ninfal mide 0.45
mm de largo y 0.25mm de ancho con esbozos alares visibles en el dorso del torax y de 0.08

mm de larga la antena (Garcia 2013a) (Figura I1c).

Tercer instar: Las ninfas de tercer instar (N3) son generalmente de color amarillento, las
antenas y el abdomen son de color pardo amarillento; antenas de dos segmentos cada uno de
0.7 mm y con dos sensorios en el segundo segmento; alas aplanadas, desarrolladas y
superpuestas; placa apical del abdomen con 15-17 pares de cerdas (EPPO 2005). El tercer
instar tiene una medida de 0.74 mm de longitud y 0.43 mm de ancho con los segmentos alares

desarrollados y los segmentos antenales visibles (Garcia 2013a) (Figura 1d).

Cuarto instar: Las ninfas de cuarto instar (N4) de D. citri son de color amarillento tornando a
color café, tienen antenas de 3 segmentos, cada segmento mide aproximadamente alrededor de
0.09 mm, con tres setas sensoriales y dos espinas, contiene una placa apical en el abdomen y el
margen con 27-30 pares de cerdas (EPPO 2005). El cuarto instar ninfal mide 1.01 mm de
longitud y 0.70 mm de ancho, los esbozos alares son de mayor tamano (Garcia 2013a) (Figura

le).

Quinto instar. Las ninfas de quinto instar (NS) representan el ultimo instar ninfal. Es
diferente a los demas, ya que la forma de su cuerpo es ovalada y mide 1.2 veces mas de largo
que de ancho, es generalmente de color amarillo-pardo, el tercer segmento antenal es negro,
los escleritos y las alas estan punteadas. Las patas son relativamente pequefias, tiene cuatro
segmentos y un tarso con dos ufias, tiene una seta ensanchada de la parte superior. Abdomen

con rayas esclerosadas. Contiene una placa apical y en el margen con 25 a 29 pares de cerdas
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(EPPO 2005). El tltimo instar ninfal mide 1.60 mm de longitud y 1.02 mm de ancho (Tsai et
al. 2000) (Figura 1f).

Adulto: El adulto presenta un cuerpo de color marrén que puede medir entre 3 y 4 mm. Los
machos son mas pequefios que las hembras y con la punta del abdomen roma, mientras que el
abdomen de la hembra termina con una punta marcada. El tamafio promedio de los machos es
de 2.7 mm de largo y 0.8 mm de ancho, en tanto que el de las hembras es de 3.3 mm de largo
y I mm de ancho. Generalmente, se encuentran en posicion inclinada, con la parte posterior
del cuerpo hacia arriba. Los adultos tienen poca capacidad de mantener vuelos muy largos;

cuando son molestados saltan rapidamente (Garcia 2009) (Figura 1g).

2.1.2 Plantas hospederas

Diaphorina citri tiene preferencia por las plantas de la familia de las Ruticeas, entre ellas,
limon mexicano (Citrus aurantifolia Christmann), naranja agria (Citrus aurantium L.), pomelo
(Citrus paradisi Mactadyen) y lima (Citrus limon (L.) Burm). También tiene hospederos
alternos como limonaria (Murraya paniculata (L.) Jack), misma que se utiliza como planta

ornamental en parques, plazas y jardines (Garcia 2009).

2.1.3 Tipos de dafios

Diaphorina citri provoca dos tipos de dafios a las plantas en las que se hospeda: directo e
indirecto. El dafo directo es causado por las ninfas y adultos al alimentarse de brotes tiernos
ya que extraen grandes cantidades de savia, lo que debilita a la planta y causa la deformacion y
pérdida de brotes, disminuyendo la produccion. El dafo indirecto también lo causan las ninfas
y adultos al secretar mielecilla que se convierte en un sustrato favorable para el desarrollo de
hongos. Otro dafio indirecto estd relacionado con la transmision de la bacteria Candidatus
Liberibacter asiaticus, causante de la enfermedad del HLB, conocida comunmente como
dragon amarillo (Aleman et al. 2007). Las plantas infectadas con esta bacteria no viven mas de

5 a 8 anos.
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El HLB esta ampliamente distribuido por el mundo. En China provocé la eliminacién
de 960,000 plantas de mandarina y limon, lo que disminuy¢ la produccion regional de 450,000
a s6lo 5,000 toneladas anuales (Robles et al. 2013). En Filipinas, siete millones de arboles se
vieron afectados por dicha enfermedad, lo que provoco una disminucion del 60% de la zona
citricola del pais (Suarez 2015). En el continente Americano, el HLB se reportd por primera
vez en Brasil en 2004. En Florida, Estados Unidos, las pérdidas fueron del orden de 6.3
millones de dolares. En México esta enfermedad se detectd por primera vez en Yucatan y
Quintana Roo (Torres et al. 2013). Desde su aparicion, el HLB ha provocado la pérdida de
629 000 toneladas de citricos en México, incluyendo el estado de Michoacan, lo que
corresponde a una pérdida econdmica de mas de 18 millones de pesos (Holguin et al. 2012,

Trujillo et al. 2008).

La utilizacion de programas de aplicaciones quimicas para controlar al vector, en
conjunto con la produccién de plantas certificadas bajo condiciones de invernadero con
control fitosanitario, y la eliminacion de arboles infectados con el HLB, han sido las tacticas
utilizadas por las instituciones gubernamentales de Fitosanidad en México para disminuir la

dispersion del HLB en las zonas citricolas del pais (Trujillo ez al. 2008).

2.1.4 Métodos de control

Control biolégico

Una forma de reducir la aplicacion de productos quimicos es el control biologico. Esta
alternativa de control consiste en disminuir las poblaciones de un insecto plaga utilizando a
sus enemigos naturales. El objetivo no es erradicar completamente la plaga, sino mantenerla

en indices bajos, que no causen dafios econdmicos y con un enfoque ecologico (Aguilar 1980).

En muchas ocasiones, lo més efectivo es combinar el control quimico y el biologico.

Para esto, es necesario determinar la compatibilidad entre el enemigo natural y el insecticida,
asi como entre el insecto plaga y el insecticida, realizando pruebas completas en mas de un
estado de desarrollo. En el caso de los parasitoides, no sélo el estado adulto puede ser
afectado, sino también los otros estados de vida como son huevo, larva y pupa, que se
encuentran protegidos, dentro del hospedero (Stapel et al. 2000, Tremblay et al. 2008). El
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efecto letal (Ia mortalidad) del insecticida sobre el parasitoide ha sido el mas frecuentemente
evaluado, mientras que otros efectos subletales, como la emergencia, proporcion sexual,
longevidad y parasitismo, se han subestimado, si bien estos efectos pueden reducir el éxito del

agente de control biologico (Arné et al. 2007).

Existe una gran variedad de enemigos naturales que se alimentan de D. citri: aracnidos,
crisopidos, sirfidos y coccinélidos, siendo éstos ultimos los mas eficaces para su control. En
Cuba, existen diferentes especies de enemigos naturales de D. citri, tales como los
depredadores Cycloneda sanguinea (L.) (Coleoptera: Coccinellidae), Chilocorus cacti (L.)
(Coleoptera: Coccinellidae), Scymnus distinctus Casey (Coleoptera: Coccinellidae), Chrysopa
sp. (Neuroptera: Chrysopidae), Ocyptamus sp. (Diptera: Syrphidae); el parasitoide Tamarixia
radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae) y el hongo entomopatogeno Hirsutella
citriformis Speare (Gonzalez et al. 2003). En México se identificaron cuatro especies de
depredadores de D. citri: tres de la familia Coccinellidae (C. sanguinea, Ch. cacti , Exochomus
cubensis Dimn, una de la familia Syrphidae (Ocyptamus sp.) (Ortega et al. 2013). En las islas
Guadalupe se ha reportado la presencia del hongo Hirsutella citriformis Speare, como Unico

enemigo natural de D. citri (Etienne et al. 2001).

En 2003, en el estado de Tamaulipas, México, se reportd por primera vez a Tamarixia
sp., parasitando ninfas N4 y N5 de D. citri (Coronado et al. 2003). Posteriormente, este
parasitoide se identifico como 7. radiata (Gonzalez et al. 2009). En el Valle de Apatzingan,
Michoacan, se ha encontrado a este parasitoide y a los depredadores Chrysoperla rufilabris
Burmeister (Neuroptera: Chrysopidae), Hippodamia convergens Guérin-Méneville, Olla v-
nigrum (Mulsant) (Coleoptera: Coccinellidae), Zelus renardii (Hemiptera: Reduviidae) y

diferentes especies de arafias no identificadas (Miranda y Lopez 2010, Pardo 2013).

Control quimico
El control quimico utilizado para el manejo del psilido asiatico de los citricos se dirige
principalmente hacia plantas en vivero y a las plantaciones jovenes, debido a que los arboles

de plantaciones de mas de diez afios soportan mejor los dafios causados por este insecto. El
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insecticida sistémico Confidor®, cuyo ingrediente activo es el imidacloprid, ha sido uno de los
mas utilizados. También se ha reportado el uso de otros compuestos, tales como metomil,
malation y dimetoato en huertos con bajos niveles de infestacion. Ademéas se han probado
endrin, diazinon, paration metilico, metyldemeton, tiometon, fosfamidon, monocrotofos,
oxydemeton-metyl, fosalone, quinalfos y fosmet. Otros productos utilizados para el control de
D. citri son los aceites de petrdleo, cuya eficacia ha sido probada contra insectos sésiles, los
cuales quedan cubiertos por una fina pelicula de aceite y por tanto mueren por asfixia. Se ha
observado que la susceptibilidad a los aceites difiere entre los estados de la plaga, siendo los
huevos y las ninfas del psilido presentes en los brotes los que sufren una mortalidad mas

significativa (Aleman et al. 2007).

Descripcion de los insecticidas y su modo de accion:

Malation Yy clorpirifos. El malation y clorpirifos pertenecen al grupo toxicologico de los
organofosforados, que se encuentran dentro del grupo quimico de los compuestos organicos
derivados de la molécula del 4cido fosforico, este grupo de insecticidas son compuestos muy
toxicos para los vertebrados que el resto de los insecticidas y no son muy persistentes en los
sistemas agricolas. Los Insecticidas quimicos del grupo de los organofosforados actuan por
ingestion principalmente y en bajo efecto por inhalacion, y por contacto por la absorcion a

través de los lipidos de la cuticula del insecto (Moreno et al. 2010, Bisset 2002).

El modo primario de acciéon del grupo de los insecticidas organofosforados consiste en
la inhibicion de la acetilcolinesterasa, en las uniones sinapticas por medio de carbamilacioén o
fosforilacion en su centro activo (IRAC 2011). Actiian como anéalogos de la acetilcolina. Los
organofosforados forman enlaces covalentes muy estables con la enzima fosforilada, la
liberacion de esta enzima todavia puede ocurrir pero la reaccion es mucho mas lenta que con
la acetilcolina. Por lo tanto, la acetilcolinesterasa no puede reaccionar eficientemente con la
acetilcolina liberada, el transmisor no se restablece y la funcidn del nervio se altera. El grupo
de los organofosforados son muy importantes dentro del sistema de produccion agricola

debido a que se utiliza para el control de plagas importantes como lo son: mosquita blanca
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(Bemisia tabaci) y paratrioza (Bactericera cockerelli) (Bloomquist 2015., Bisset 2002., EPA
20006).

El malation es un insecticida registrado y utilizado desde 1956 que actualmente se
encuentra en el mercado como producto comercial para controlar poblaciones de insectos
(EPA 2006), el malation es utilizado desde 1970 por la USDA en el sur de estados unidos para
el control del picudo algodonero (Anthonomus grandis Boheamn) hasta el 2008 (Villavaso et
al. 2000). El malation también se utiliza para reducir las poblaciones de plagas en zonas
agricolas y en jardines ornamentales en areas urbanas, también es utilizado para tratar piojos
en humanos, y se utiliza en medicina veterinaria para tratar ectopardsitos como pulgas entre
otros, en el area agricola se utiliza para controlar poblaciones de moscas de la fruta en

extensas areas al aire libre (ATSDR 2001).

El insecticida clorpirifos se descubrid en 1956, es un insecticida-acaricida que tiene
modo de accion por ingestion, inhalacidon y contacto, pertenece al grupo IV (dietoxi), es de
toxicidad moderada, es utilizado en la agricultura para controlar poblaciones de insectos y
también es utilizado en el hogar para controlar cucarachas (Mufioz 2015). El clorpirifos entra
al medio ambiente a través de la aplicacion en cosechas, viviendas, etc., el clorpirifos se
adhiere firmemente a las particulas del suelo, también entra al medio ambiente a través de

volatizacion, derrames y disposicion de residuos de clorpirifos (ATSDR 1997).

Bifentrina. La bifentrina estd dentro del grupo toxicolégico de los piretroides. Son
compuestos quimicos sintéticos que se basan estructuralmente en una molécula obtenida de la
piretrina, que es naturalmente producida por la planta ornamental Chrysanthemum
cinerariaefolium (Trevii). Estos compuestos quimicos actiian a nivel de la membrada nerviosa,
interfiriendo en la conformacién de proteinas en la interterfase lipido-proteica, provocando un
aletargamiento en el bloqueo de los canales de sodio una vez después de que paso el impulso

(IRAC 2011, EPA 2006).

La quimica de los piretroides y su modo de accion se encuentra dividida en dos grupos;
grupo 1 que incluye a los piretroides que en su composicion se encuentra el desciano-3-

fenoxibencil u otros alcoholes. Este grupo de compuestos actiian inestablemente en
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condiciones ambientales y ésta caracteristica impide la utilizaciéon de este grupo en los
sistemas de produccion agricola, pero con la complementacion de fenoxibencil (permetrina) o
ciertos alcoholes halogenados (teflutrina) mejoraron la estabilidad quimica y permitieron la
utilizacion de este grupo 1 en la agricultura. El grupo 2 contienen en su estructura un alcohol
a-ciano-3-fenoxibencil, este incrementa la actividad del insecticida aproximadamente por un

factor de 10 (Bisset 2002, Bloomquist 2015).

Los signos de intoxicacion del grupo 1 de los piretroides son; hiperexitacion y
convulsiones en insectos y temblor en todo el cuerpo en mamiferos. Los insecticidas que
pertenecen al grupo 2 causan principalmente ataxia (descoordinacion corporal generalizada en
el insecto), mientras que en mamiferos provoca coreoatetosis (movimiento involuntario de

partes corporales) y también provoca salivacion (Bloomquist 2015).

El insecticida bifentrina se utiliza para erradicar colonias de hormigas rojas de fuego
importadas, otras especies para las que se utiliza bifentrina son: pulgones, gusanos, hormigas,
mosquitos, polillas, escarabajos, saltamontes, acaros, arafias, garrapatas, avispas, trips, orugas,
moscas y pulgas, el insecticida bifentrina tiene una alta actividad lipofilica, lo cual prefiere
aceites y tejidos grasos de los insectos, no es muy soluble en agua y permanece adherido a las
particulas del suelo, no contamina aguas subterraneas, actiia por contacto e ingestion o por
inhalacioén en los insectos, ademas de que tiene una baja presion de vapor por lo que los
insectos deben entrar en contacto con el producto para causar la su muerte (Dominguez 2003,

Lah 2011).

Medicion de la resistencia en D. citri

Los bioensayos de susceptibilidad son herramientas cominmente utilizadas para la deteccion
de la resistencia en insectos que se encuentran bajo una intensa presion de seleccion. Estos
ensayos se basan en el principio de dosis-mortalidad y usualmente se desarrollan en
laboratorio. Existen diversos tipos de bioensayos; la eleccion del mismo depende del insecto e
insecticida a evaluar y el objetivo del mismo. Con este tipo de experimentos se pueden

detectar diferencias en susceptibilidad entre una colonia resistente y una susceptible, mediante
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la relacion de los valores de la dosis letal media (DLsp) o concentracion letal media (CLsy), la
llamada proporcion de resistencia (PR). También permite saber cuantas veces es necesario
aumentar la dosis para lograr la mortalidad deseada (50 o 90%, por ejemplo) con respecto a la
linea base (valores de susceptibilidad de la poblacion susceptible de laboratorio) (Garcia

2013b).

2.2 Tamarixia radiata

Tamarixia radiata es un ectoparasitoide de D. citri. Descrito por primera vez en el noreste de
la India (Punjab), lo que hoy en dia es Pakistan este parasitoide ha sido introducido de forma
deliberada o inadvertidamente a través de Asia y las Américas donde el psilido actualmente
ocurre. El interés por 7. radiata para el control bioldgico de D. citri ha crecido en respuesta a
la continua propagacion D. citri y el Huanglongbing, y las capacidades de busqueda y

colonizacidn evidentes del parasitoide (Chen y Stansly 2014).

Este parasitoide es nativo de la india y fue utilizado en distintas veces por muchos
paises diferentes para los programas de control biologico cldsico y se obtuvieron muy buenos
resultados, ya que disminuy6 notablemente las poblaciones del psilido asiatico de los citricos
D. citri, asi como la enfermedad que este insecto transmite, 7. radiata se ha comportado como
el parasitoide con mejor resultado, comparado con otros parasitoides como Diaphorencirtus
aligarhensis también parasitoide de D. citri, debido a las altas tasas de parasitacion de los
instars del tercero al quinto del psilido, y la alta capacidad de adaptacion en nuevas areas

citricos y urbanas se le reconoce como el mejor parasitoide (Bafios et al. 2013).

Tamarixia radiata obtiene proteinas para el desarrollo del huevo alimentandose de la
hemolinfa de los instars del psilido, a los cuales tiene acceso a través del ovipositor (Hoy et al.
2006). Una sola hembra de 7. radiata puede matar hasta 500 psilidos por la combinacion de
parasitismo y alimentacion, las hembras también se alimentan de las melazas excretadas por
los psilidos, los adultos son atraidos por las luces con fluorescencia y para la ubicacion
hospedante las hembras se basan en sefiales de olfato (Hoy et al. 2006, Skelley y Hoy 2004,
Mann y Stelinski 2013).
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2.2.1 Clasificacion de 7. radiata

Waterston (1922) describio originalmente a 7. radiata en el género Tetrastichus como T.

radiatus bajo la siguiente descripcion:

Similar en color y estructura a Tamarixia dryi (Waterston), pero se diferencia por poseer las
patas claras casi en su totalidad, los fémures posteriores en la mayoria poseen ligeramente un
oscurecimiento dorsal. En los machos, los 6rganos sensoriales se encuentran debajo del borde
ventral del escapo y las proporciones de las antenas son generalmente diferentes. Ambos sexos
tienen una mancha de color claro en la parte dorsal del abdomen, la cual es probablemente un

caracter del grupo (Pefia 2012).

2.2.2 Clasificacion taxonomica de 7. radiata

Orden: Hymenoptera
Suborden: Apocrita
Familia: Eulophidae
Subfamilia: Tetrastichinae
Género: Tamarixia

Especie: Tamarixia radiata (Waterstone)

2.2.3 Hospederos de 7. radiata
Segtin Aubert y Quilici (1984), el unico hospedero conocido de 7. radiata es D. citri. Sin
embargo, Peter ef al. (1990) también mencionaron que 7. radiata es parasitoide de Pallipsylla

hyalina (Mathur) (Hemiptera: Psyllidae).

2.2.4 Biologia de T. radiata

Tamarixia radiata deposita los huevos en la parte ventral cercana a las coxas del segundo y

tercer par de patas de las ninfas N3, N4 y N5 de D. citri. El huevo es de color amarillo y de
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forma ovalada y da lugar a una larva, la cual se alimenta de la ninfa hasta que consume todo el
interior de la misma. Las ninfas parasitadas permanecen practicamente inmoviles y su
coloracion cambia a pardo rojizo. Al momento de la formacion de la pupa, la larva de altimo
instar de 7. radiata, secreta una sustancia con la cual adhiere a la ninfa hospedera con la hoja;

este momento es conocido como periodo de pre-momificacion (Bafios 2014).

2.2.5 Ciclo de vida de T. radiata

Huevo: La hembra de 7. radiata deposita un huevo, sobre las ninfas de tercero, cuarto y
quinto instar de D. citri (Bafios 2014). Los huevos son depositados en la parte ventral, entre el
segundo y tercer par de patas, junto a las alas. En ocasiones son depositados dos huevos, pero
solamente uno alcanza la etapa de madurez, por lo que a 7. radiata se le conoce como
parasitoide solitario. Una hembra de 7. radiata puede depositar hasta 300 huevos (Hoy et al.
2006). El huevo es de forma ovalada, de color amarillo claro y con la parte terminal adherida

al hospedero (Figura 2a).
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Figura 2: Ciclo de vida de T. radiata sobre ninfas de D. citri. (a) huevo, (b) larva, (c) pupa,

(d) orificio de emergencia del adulto del parasitoide de una ninfa de cuarto instar, (e) adulto.

Larva: Las larvas recién emergidas de 7. radiata, se alimentan de la hemolinfa del hospedero,
matandolo lentamente, 7. radiata tiene cuatro instars larvarios, cada uno se distingue por el
tamano de la capsula cefalica: 0.06 mm, 0.09 mm, 0.14 mm y 0.22 mm para el ler, 2do, 3ro y

4to instar, respectivamente (Mann et al. 2010, Chen y Stansly 2014) (Figura 2b).

Pupa: La pupacion ocurre entre la ninfa de D. citri momificada y el nuevo adulto que sale por
el orificio de emergencia que se encuentra localizado en la region toracica de la ninfa
momificada la tasa de desarrollo varia con la temperatura, toma aproximadamente unos 12

dias en pasar de huevo a adulto (Chen y Stansly 2014, Mann ef al. 2010) (Figura 2c¢, 2¢).
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Adulto: Los adultos de T. radiata son avispas de color negro y pequefias (0.92 a 1.04 mm de
longitud) con un par de ojos que se encuentran muy separados, su cabeza es mas ancha que
larga, contiene alas hialinas con bandas de color amarillo palido, el dimorfismo sexual se
diferencia en el macho y la hembra adulta, las antenas de los machos son 1.5 veces mas
grandes que las de las hembras, los machos son ligeramente més pequeios que las hembras y

el ovipositor de la hembra apenas sobresale (Onagbola et al. 2009) (Figura 2d).
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3. HIPOTESIS

» En condiciones de campo, el psilido asiatico de los citricos, D. citri, tiene alta
capacidad para desarrollar resistencia hacia los insecticidas bifentrina, malation y

clorpirifos, debido a que son utilizados intensivamente para su control.
» En condiciones naturales, 7. radiata parasita a los diferentes instars ninfales de D.

citri en huertos de citricos (Citrus sp.) y plantas de limonaria (M. paniculata) en el

Valle de Apatzingan.

4. OBJETIVOS

» Determinar la susceptibilidad, hacia los insecticidas bifentrina, malation y clorpirifos,
de adultos y ninfas de distintas poblaciones D. citri colectadas en el Valle de

Apatzingan, Michoacan.

» Determinar el parasitismo de 7. radiata sobre ninfas de D. citri en diferentes sitos del

Valle de Apatzingan, Michoacan.

27



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Colecta de insectos

Para determinar la resistencia de ninfas y adultos de D. citri, durante los meses de mayo, junio
y noviembre de 2014 se colectaron tres poblaciones (Dci-El Junco, Dci-CParacuaro y Dci-
Antunez) de este insecto en cultivos de limon mexicano en el Valle de Apatzingan, Michoacan
(Cuadro 1). Para ello, se seleccionaron, y cortaron al azar, varios brotes (~15 cm de largo)
infestados con D. citri. Del total de brotes se obtuvieron aproximadamente 1500 a 2000 ninfas
(primero al quinto instar) y adultos de la plaga, que representaron una muestra al azar de la
poblacién presente. Para evitar la deshidratacion de los brotes, éstos se colocaron en vasos de
pléstico (3.5 cm de altura x 5 cm de diametro) que contenian 15 ml de agua, los cuales a su
vez se introdujeron en jaulas entomologicas Bugdorm® (Taichung, Taiwan) (30 x 30 x 30
cm). Los insectos se transportaron al Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales
de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Los adultos se mantuvieron sobre
plantas de limén mexicano (45 cm de altura) dentro de una jaula de madera (50 x 50 x 50 cm)
cubierta con tela de organza en un invernadero ventilado de 120 m” a 16-30 °C, 60% de
humedad relativa y un fotoperiodo de ~12:12 h (L:O) hasta su uso en los bioensayos. Las
ninfas se mantuvieron, sobre los brotes que se colectaron en campo, bajo condiciones de
laboratorio en las jaulas entomoldgicas antes mencionadas. En las poblaciones de Dci-
CParacuaro, Dci-El Junco y Dci-Antunez, el manejo de D. citri se realiza a través de diversas
aplicaciones de insecticidas tales como imidacloprid, tiametoxam, malation, spinetoram,

bifentrina, abamectina y clorpirifos.

Se utilizé la poblacion susceptible de D. citri del Centro Nacional de Referencia de
Control Biologico (Dci-CNRCB), Tecomén, Colima, como poblacion de referencia. Esta
poblacién se ha mantenido por més de cinco afios y sin exposicion a insecticidas sobre plantas
de mirto o limonaria, bajo condiciones de invernadero de 20-35 °C, 60% de humedad relativa

y un fotoperiodo de ~12:12 h (L:O).
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Cuadro 1. Ubicacion de los sitios de colecta de las poblaciones de campo de ninfas y adultos de D. citri utilizadas en los bioensayos

de susceptibilidad y determinacion de parasitismo.

Colectas 2014 ‘Colectas
Sitio de colecta (designacion de la Poblacion mas cercana 2015
poblacion)
Adultos Ninfas Ninfas
Centro Nacional de Referencia de Control
Biolégico (Dci-CNRCB)
Crucero de Paracuaro (Dci- 12 Km E Apatzingan 20 de mayo 24 de agosto 15 de abril
CParacuaro) 04 de noviembre 14 de mayo
20 de julio
El Junco (Dci- El Junco) 12 Km SE de Paracuaro 04 de junio 28 de agosto 15 de abril
04 de noviembre 20 de junio
20 de julio
Antinez (Dci- Antunez) 8 Km O Nueva Italia 04 de junio 29 de agosto 23 de marzo
04 de noviembre 14 de mayo
25 de julio
Nueva Italia-1° 0.2 Km N Nueva Italia 10 de abril
20 de junio
20 de julio
Nueva Italia-2 0.5 Km E Nueva Italia 15 de abril
20 de junio
25 de julio

“Poblacion colectada en jazmin o limonaria (M. paniculata)
® Colecta para determinar resistencia
¢ Colecta para determinar parasitismo



5.2 Insecticidas

Los insecticidas utilizados fueron Lorsban® (44.50% de clorpirifos, concentrado
emulsionable, Dow AgroScience, Tetla, Tlaxcala, México), Talstar® 100 (12.15% de
bifentrina, concentrado emulsionable, FMC Agroquimica de M¢éxico S. de R. L. de C.V.,
Zapopan, Jalisco, México) y Malphos® 1000 (83.70% de malation, concentrado emulsionable,
Agricola Innovacion, S. A de C.V., México D. F.).

5.3 Bioensayos
Los ensayos de resistencia de adultos y ninfas de D. citri, se realizaron un dia después de la
colecta de los insectos en campo y se colocaron en condiciones controladas de 25 = 2°C de

temperatura, 75 = 5% de humedad relativa y un fotoperiodo de 16:8 h (luz: oscuridad).

5.3.1 Monitoreo de resistencia en adultos

Se utilizaron brotes de limén mexicano de 5 cm de longitud, con dos o tres hojas. Cada brote
se sumergiod durante cinco segundos en una solucion de 30 ml de seis o siete diferentes
concentraciones de bifentrina (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.5 y 10 mg de ingrediente activo [i.a.]/L),
malation (15, 25, 50, 75, 100, 150 y 200 mg i.a./L) y clorpirifos (10, 25, 50, 75, 100 y 200 mg
de 1.a./L). Para aumentar la deposicion de los insecticidas sobre las hojas de limén mexicano,
se utilizd el adherente dispersante Tween al 0.01% (peso: volumen). Los brotes que se
utilizaron para los testigos se sumergieron solamente en agua destilada mas el adherente
dispersante. Previo al bioensayo, los brotes de limén se desinfectaron con hipoclorito de sodio

al 0.01%, seguido de dos lavados con agua destilada.

Después del secado (~1 h después del tratamiento) sobre papel absorbente, cada brote
de limon mexicano se coloco en un vaso de plastico (3.5 cm altura x 4.5 cm de didmetro) que
contenia 15 ml de agua. Los brotes se sujetaron con un algodon a través de un orificio de la
tapa del vaso. Posteriormente, cada brote se introdujo en un cilindro de plastico transparente
(12.5 cm de altura x 6 cm de diametro) abierto en sus dos extremos. El extremo superior se

cubri6 con tela de organza para facilitar la ventilacion y evitar el escape de los insectos. Con
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ayuda de un aspirador bucal, se colocaron 15 adultos sin sexar, de D. citri. El procedimiento
de cada bioensayo se repitid cuatro veces y cada repeticion consistio de un cilindro de plastico
con un brote de limén mexicano con 15 adultos. La mortalidad de los adultos se registrd cada
24 h. El insecto que no fue capaz de moverse al tocarlo con un pincel de cerdas finas se

considerd muerto.

5.3.2 Monitoreo de resistencia en ninfas

El ensayo de susceptibilidad de las ninfas de D. citri hacia los insecticidas bifentrina, malation
y clorpirifos se realizo6 de la misma forma como se describi6 previamente. Después del
tratamiento, los brotes de limén mexicano se infestaron, con ayuda de un pincel de cerdas
finas, con 15 ninfas de cuarto instar de D. citri. Los brotes tratados se colocaron como se
menciono en el ensayo de los adultos. El ensayo se repitidé cuatro veces en dias distintos. La
mortalidad de las ninfas se registrd6 cada 24 h. Las ninfas flacidas o deshidratadas que se

separaron facilmente de la superficie de las hojas se consideraron muertas.

5.4 Parasitismo de 7. radiata
El parasitismo de 7. radiata sobre ninfas de D. citri se determiné en los tres sitios (Antunez,
El Junco y Crucero de Paracuaro) en donde se realiz6 el monitoreo de la resistencia de los
insecticidas bifentrina, malation y clorpirifos, pero en fechas diferentes. Ademas, se
incluyeron los sitios Nueva Italia-1 y Nueva Italia-2 (Cuadro 1). Las colectas de las ninfas de
D. citri en los sitios Antunez, El Junco, Crucero de Pardcuaro y Nueva Italia-2 se realizaron
sobre arboles de limon mexicano; mientras que en el sitio Nueva Italia-1 se realizaron sobre
plantas de limonaria localizadas en la periferia de los terrenos de la Escuela Secundaria
Técnica No. 44 en la zona urbana de esta ciudad. Los arboles de limon mexicano (3 afos de
edad) y las plantas de M. paniculata tenian aproximadamente 1.5 y 2.8 m de altura,
respectivamente.

En cada sitio se eligieron al azar 10 arboles de limén o 10 plantas de M. paniculata.
Cada arbol o planta se dividid en tres cuadrantes: alto, medio y bajo. Del cuadrante medio se

eligieron tres brotes (8-10 cm de largo) (uno del extremo izquierdo, otro de la parte central y el
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ultimo del extremo derecho) infestados con ninfas de los cinco instares de D. citri. El
muestreo en M. paniculata se realizé de la misma forma, solo que los brotes fueron de 5-8 cm.
Los brotes de cada arbol de limon mexicano o de la planta de M. paniculata se colocaron en
una bolsa de papel estraza y se transportaron en una hielera de poliestireno al LEA del ITAF de

la UMSNH.

Debido a que las hembras de 7. radiata ovipositan externamente entre la superficie de
las hojas y la ninfa hospedera, cada ninfa de D. citri se colocé ventralmente para revisar la
presencia de los huevos y larvas del parasitoide, en caso de estar parasitada. Las ninfas del
hospedero parasitadas con el estado de pupa del parasitoide se reconocieron por su color café
cobrizo con aspecto de momia. También se contabilizaron las ninfas de D. citri de las cuales
se observo el orificio de emergencia del adulto del parasitoide, de acuerdo con Paiva y Parra
(2012). El parasitismo se evalué un dia posterior a la colecta tomando en cuenta todas las

caracteristicas antes mencionadas.

5.5 Analisis de datos

Los datos de mortalidad de adultos y ninfas de D. citri de los bioensayos de resistencia de las
poblaciones de referencia y campo se sometieron a un analisis probit con el programa POLO-
PC (LeOra Software 1987). Los valores de la concentracion letal media (CLsg) se calcularon
en mg de i.a. /L. El traslape de los limites confidenciales (LC) al 95% se utilizé como criterio
para determinar si existen diferencias significativas. Los analisis probit de las poblaciones de
adultos Dci-El Junco y Dci-CParacuaro ensayados con los insecticidas malation y clorpirifos,
respectivamente, asi como la poblacién de ninfas Dci-CPardcuaro del insecticida clorpirifos,
mostraron sobre-dispersion en los datos y se aplico la prueba de bondad de ajuste de Hosmer-
Lemeshow, y se analizaron con el programa R Core Team (2014) con una transformacion a
log-10. Los analisis probit de los adultos ensayados con el insecticida clorpirifos para la
poblacién de referencia Dci-CNRCB asi como el de la poblacion de ninfas Dci-Antinez

ensayada con el insecticida malation, se realizaron con el programa SPSS V. 20.

Las proporciones de resistencia (PR) se calcularon de la siguiente forma:
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PR = valor de la CLs de la poblacion de campo/valor de la CLsy de la poblacién susceptible.

El porcentaje de parasitismo causado por 7. radiata sobre ninfas de D. citri se calculo de la

siguiente manera, de acuerdo a Sanchez et al. (2012):

% parasitismo = NnPix 100 x 100

Tnmi
NnPi = nimero de ninfas por instar parasitado, y
Tnmi = total de ninfas muestreadas por instar

Por otro lado, el parasitismo total acumulado se determind a través de la suma del porcentaje
de parasitismo obtenido en cada instar ninfal.
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6. RESULTADOS

6.1 Monitoreo de resistencia en adultos

La susceptibilidad de las diferentes poblaciones de adultos de D. citri colectadas en 2014 en
diferentes localidades del Valle de Apatzingan, Michoacan, dependi6 de la fecha de colecta e
insecticida (Cuadro 2). Para bifentrina, los valores de las CLso de las tres poblaciones de este
insecto colectadas, cada una, en dos meses del afio (mayo y noviembre o junio y noviembre)
fueron <0.1 mg de i.a./L, con excepcion de la poblacion Dci-CParacuaro colectada en el mes
de noviembre donde se obtuvo una CLsy de 0.14 mg de i.a./L. Con base a los limites de
confianza al 95% no hubo diferencias significativas entre los valores de la CLsy de las tres
poblaciones colectadas en los diferentes meses del afio, comparado con la poblacién de
referencia, con excepcion de las poblaciones Dci-CParacuaro y Dci-El Junco colectadas en el
mes de noviembre. Los valores de la PR para las tres poblaciones de adultos de D. citri fue
<7.0.

Los valores de las CLsy de malation de las tres poblaciones de adultos de D. citri
estuvieron comprendidas entre 48 y 107 mg de i.a./L para las poblaciones Dci-Pardcuaro y
Dci-Antunez, cuando se colectaron en los meses de mayo y junio, respectivamente. En la
poblacién Dci-El Junco la CLsy fue 0.03 mg de 1.a./L, estos valores de las CLsy son muy
similares a los determinados (entre 57 y 114 mg de i.a./L) para las tres poblaciones de adultos
cuando se colectaron en el mes de noviembre. Con base al no traslape de los limites de
confianza al 95%, los valores de las CLs de las tres poblaciones de adultos de D. citri fueron
significativamente mas altos que el registrado (0.33 mg de 1.a./L) en la poblacion de referencia
(Dci-CNRCB). Los valores de la PR para las tres poblaciones hacia malation estuvieron
comprendidos entre 145 a 343. La PR de la poblacion Dci-El Junco no se determin6 debido a

que el valor de la CLso fue menor que el registrado en la poblacion de referencia.
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Cuadro 2. Regresion Probit a las 72 h de mortalidad de adultos de D. citri después de la

alimentacion con brotes de limén mexicano tratados por inmersion con tres insecticidas.

Poblacion Epocade  Pendiente + EE CLs0(95% LC)' X2 gl PR
colecta
Bifentrina
Dci-CNRCB 0.67£0.07 0.02 (0.01-0.03) 1.8 6 1
Dci-Antlnez Junio 0.54 +0.06 0.05 (0.01-0.21) 9 5 25
Noviembre 0.40 +£ 0.04 0.09 (0.03-0.25) 7 7 45
Dci-CParacuaro Mayo 0.47 £ 0.05 0.07 (0.01-0.41) 10 5 35
Noviembre 0.41 +£0.04 0.14 (0.5-0.34) 6 7 7
Dci- El Junco Junio 0.45+0.04 0.03 (0.01-0.07) 4 6 15
Noviembre 0.46 £ 0.05 0.09 (0.4-0.20) 3 7 45
Malation
Dci-CNRCB 0.67+0.07 0.33 (0.16-0.71) 6 5 1
Dci-Antlnez Junio 1.45+0.32 107 (85-153) 5 3 324
Noviembre 1.60 £ 0.21 66 (51-84) 3 5 190
Dci-CParacuaro Mayo 1.80 +0.33 48 (34-65) 3 3 145
Noviembre 1.8 £0.22 57 (44-71) 4 5 172
Dci- El Junco Junio 0.45+0.04 0.03 (0.01-0.07) 4 6 -
Noviembre 1.04 £0.10 114 (93-120) 0.3 5 343
Clorpirifos
Dci-CNRCB 0.11+0.13  0.04 (0.005-0.11) 3.4 5 1
Dci-Antlnez Junio 3.53+0.84 97 (71-115)a 5 5 2425
Noviembre 1.3£0.19 60 (43-78)a 3 5 1500
Dci-CParacuaro Mayo 0.01 +£0.001 73(57-77) 1.1 5 1825
Noviembre 1.7+£0.21 47 (35-59) 1 5 1175
Dci- El Junco Junio 1.41+0.27 88 (38-146) 8 4 2200
Noviembre 1.5+0.24 66 (46-87) 3 5 1650

'La toxicidad se expresa como la CLso (mg de i.a/L)

Para el insecticida clorpirifos, los valores de las CLsy de las tres poblaciones fueron
mas altos (entre 73 y 97 mg de i.a./L) cuando se colectaron en los meses de mayo y junio
comparado a cuando las poblaciones se colectaron en el mes de noviembre (entre 47 y 66 mg
de i.a./L). Todas las poblaciones fueron significativamente distintas a la poblacion de

referencia Dci-CNRCB donde se obtuvo una CLsy de 0.04 mg de i.a./L. Los valores de la PR
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estuvieron comprendidos entre 1825 y 2425 durante los meses de mayo y junio, y entre 1175 y

1650 en el mes de noviembre.

6.2 Monitoreo de resistencia en ninfas

Los valores de las CLsy de los tres insecticidas ensayados sobre las ninfas de cuarto instar D.
citri, colectadas en el mes de agosto de 2014, se muestran en el cuadro 3. Para bifentrina, los
valores de las CLs de las tres poblaciones fueron <0.10 mg de i.a./L. De las tres poblaciones
colectadas en campo, solamente la poblacion Dci-El Junco fue significativamente distinta
(CLsp = 0.10 mg de i.a./L) a la poblacion de referencia (Dci-CNRCB) (CLsp = 0.02 mg de
1.a./L), con base al no traslape de los limites de confianza al 95%. Los valores de la PR para

las tres poblaciones de ninfas de D. citri fue <5.0.

Cuadro 3. Regresion Probit a las 24 h de mortalidad de ninfas de D. citri después de la

alimentacion con brotes de limdn mexicano tratados por inmersion con tres insecticidas.

Poblacion b+EE CLso (95% LC)' Y g PR
Bifentrina
Dci-CNRCB 0.74 £0.07 0.02 (0.01-0.03) 5 6 1
Dci-Antinez 0.57 +£0.05 0.05 (0.03-0.09) 7 7 2.5
Dci-CParacuaro 0.64 = 0.05 0.02 (0.01-0.03) 4 7 1
Dci- El Junco 0.50 +£0.05 0.10 (0.05-0.21) 37 5
Malation
Dci-CNRCB 0.54+0.07 0.28 (0.11-0.67) 6 5 1
Dci-Antinez 0.21+0.03 121 (99-137) 2 4 432
Dci-CParacuaro 0.01+0.001 87 (73-91) 05 5 310
Dci- El Junco 0.98+0.14 107 (65-134) 69 5 382
Clorpirifos
Dci-CNRCB 0.58+0.03 0.08 (0.01-0.29) 14 5 1
Dci-Antinez 2.15+0.34 36 (23-47) 5 6 450
Dci-CParacuaro 1.224+0.19 50 (26-103) 4 625
Dci- El Junco 2.7+0.85 113 (91-151) 5 5 1412

'La toxicidad se expresa como la CLs, (mg de i.a/L)
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Para malation, los valores de las CLsy fueron 87, 107 y 121 mg de i.a./L para las
poblaciones Dci-CParacuaro, Dci-El Junco y Dci-Antinez, respectivamente. Con base a los
limites de confianza al 95% de la CLsy, la poblacion Dci-CParacuaro fue significativamente
diferente a la poblacion Dci-Antinez pero no a la poblacion Dci-El Junco. Las tres
poblaciones fueron significativamente diferentes a la poblacion de referencia Dci-CNRCB que
registro 0.28 mg de i.a/L. Los valores de la PR estuvieron comprendidos entre 310 y 432 veces
para las tres poblaciones. Para clorpirifos, los valores de las CLsy de las tres poblaciones de
ninfas fueron desde 36 hasta 113 mg de i.a./L. Con base a los limites de confianza al 95%, las
CLso de las poblaciones Dci-Antunez y Dci-El Junco son significativamente diferentes, pero
ambas no difieren de la poblacion Dci-CParacuaro. Las tres poblaciones son
significativamente diferentes a la poblacion de referencia Dci-CNRCB que registré 0.08 mg

de i.a/L. Las PR estuvieron comprendidas entre 450y 1412 veces.

6.3 Parasitismo de 7. radiata

Durante el desarrollo de este estudio (periodo de febrero a mayo de 2015) se colectaron 750
brotes (90 de limonaria + 660 de limon mexicano), con 34,317 ninfas de los cinco instars de
D. citri, de las cuales el 7.1% (2,882) estuvieron parasitadas por 7. radiata. El parasitismo
causado por 7. radiata dependio del sitio, fecha de colecta e instar ninfal de D. citri (Cuadro
5). En todos los sitios y fechas de colecta, T. radiata no parasitd a las ninfas de primero y
segundo instar. El parasitismo en ninfas de tercer instar fue < 2.3% y so6lo se observo en los
sitios Crucero de Paracuaro (14 de mayo), El Junco (15 de abril) y Antunez (23 de marzo y 14

de mayo).

Las ninfas de cuarto y quinto instar resultaron parasitadas con mayor frecuencia. Sin
embargo, los porcentajes de parasitismo en ambos instares fueron bajos (<7%), con excepcion
de las ninfas de cuarto instar colectadas el 14 de mayo en los sitios Crucero de Paracuaro y
Antinez donde se registro 17.3 y 28.9%, respectivamente. En estos mismos sitios se registro el
mas alto parasitismo total acumulado con 26.2 y 35.8%, respectivamente. En el resto de los

sitios y fechas de colecta, se obtuvo un parasitismo total acumulado <9%.
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Cuadro 4. Porcentajes de parasitismo causado por Tamarixia radiata sobre ninfas de

diferentes instars de D. citri en diferentes sitios del Valle de Apatzingan, Michoacan.

Sitio muestreado* 2/2 iic(iz instares ninfales
n N1 N2 N3 N4 N5 Total
acumulado
Crucero de Paracuaro Abril 4473 0 0 0 1.5 0.3 1.8
Mayo 4000 0 0 2.3 17.3 6.6 26.2
Julio 921 0 0 0 5.1 2.6 7.7
El Junco Abril 2659 0 0 0.1 3.1 0.6 3.8
Junio 1137 0 0 0 1.7 0.7 24
Julio 866 0 0 0 2.8 1.6 4.4
Antinez marzo 3364 0 0 0.5 2.9 2.3 5.7
mayo 2442 0 0 1.2 28.9 5.7 35.8
Julio 1415 0 0 0 6.6 2.9 9.1
Nueva-Italia 1 Abril 4665 0 0 0 1.2 4.8 6
Junio 2359 0 0 0 1.4 1.5 2.9
Julio 741 0 0 0 0 0 0
Nueva-Italia 2 Abril 2944 0 0 0 1.9 0.8 2.7
Junio 1105 0 0 0 1 0.5 1.5
Julio 1226 0 0 0 1.5 0 1.5

n: total de ninfas muestreadas, N: instar ninfal.

*Todos los sitios se muestrearon sobre arboles de limon, con excepcion de Nueva-Italia 2 en donde las
muestras se tomaron sobre plantas de Murraya paniculata.
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7. DISCUSION

7.1 Monitoreo de la resistencia

Los insectos plaga pueden desarrollar resistencia hacia los insecticidas quimicos utilizados
para su control (Georghiou y Mellon 1983). Por ello, con el objetivo de prevenir el desarrollo
de este fendmeno, es necesario determinar periddicamente los cambios en la susceptibilidad de
las poblaciones de estos insectos hacia las diferentes clases de compuestos utilizados. El
presente estudio provee las lineas base de susceptibilidad hacia los insecticidas bifentrina,
malation y clorpirifos para diferentes poblaciones de ninfas y adultos de D. citri colectadas en
el Valle de Apatzingan, Michoacan. Todas las poblaciones de ninfas y adultos de D. citri
registraron niveles bajos de resistencia (< 7 veces) hacia bifentrina en todas las épocas de
colecta. Estos resultados coinciden con la literatura disponible a cerca del desarrollo de la
resistencia de este insecto hacia los compuestos piretroides. Al respecto, Tiwari ef al. (2011a)
reportaron niveles de resistencia < 3 veces en cinco poblaciones de ninfas y adultos de D. citri
colectadas en diferentes sitios del estado de Florida, Estados Unidos de América (EUA)
(Groveland, Lake Alfred, Fort Pierce, Vero Beach y La Belle) hacia bifentrina y cipermetrina.
De igual forma, niveles bajos de resistencia (< 8 veces) se registraron hacia los compuestos
cipermetrina y lambda-cialotrina en diversas poblaciones de adultos de D. citri colectadas en
las regiones citricolas de los estados de Nayarit (Tepic), Michoacan (Apatzingéan), Jalisco (El
Limon, Casimiro Castillo, San Martin Hidalgo), Colima (CNRCB, Cofradia de Morelos, Cerro
de Ortega y Tecololapa) (Vazquez et al. 2013) y Veracruz (Martinez de la Torre) (Garcia
2013).

Los bajos niveles de resistencia registrados en el presente estudio hacia bifentrina
pueden ser debido a que, desde que D. citri se registrd por primera vez en el Valle de
Apatzingan, Michoacan (diciembre de 2006), los agricultores realizan una aplicacion por afio
de este insecticida para el control de este insecto, ademas, en 2011 se inici6 la campaiia contra
el HLB que consiste en disminuir las poblaciones de D. citri mediante el manejo en areas
amplias y contribuir al confinamiento y reduccion de avances de esta enfermedad a través del
programa de Areas Regionales de Control (ARCOS) (Miranda y Lépez 2010). Dentro de las
acciones que se realizan en esta campafa es el uso, por una vez al afio, de los compuestos z-

cipermetrina, Engeo (tiametoxam + lambda-cialotrina) y Muralla-Max (imidacloprid +
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betacyflutrina) (M. A. Miranda-Salcedo, conversacion personal'). Por lo tanto, las diferentes
poblaciones de D. citri no han sido sometidas a presion de seleccion a bifentrina durante los
pasados tres afios, lo cual es consistente con las bajas proporciones de resistencia. De igual
forma, es razonable suponer que las pequenas diferencias en susceptibilidad detectadas entre
las poblaciones de campo (Dci- El Junco, Dci-CPardcuaro y Dci-Antinez) y la poblacion de
referencia (Dci-CNRCB) son probablemente debido a los bajos niveles de variacion natural.
Sin embargo, en un ensayo residual, utilizando el método por inmersion, una poblacion de
adultos de D. citri colectada en M. paniculata en Piracicaba, Sao Paulo, Brasil, se registro una
CLsp de 7.92 mg de i.a./L de deltametrina (Poltronieri 2014). Este valor de CLs es, hasta
ahora, el mas alto registrado para un insecticida piretroide hacia una poblacion de este insecto.
Al comparar este resultado con los valores de las CLs, de las tres poblaciones de campo y la
de referencia ensayadas en el presente estudio se tiene una diferencia de alrededor de 8 mg de
1.a./L, lo cual puede ser debido al diferente insecticida utilizado, origen de las poblaciones y

hospedero de D. citri.

El desarrollo de resistencia de D. citri hacia los insecticidas del grupo de los organofosforados
ya fue documentado previamente (Tiwari et al. 2011a). En este estudio, las ninfas y adultos de
esta plaga fueron altamente resistentes hacia malation con niveles de resistencia de hasta 432 y
343, respectivamente. En contraste, Vazquez et al. (2013) y Tiwari et al. (2011a) registraron
valores de resistencia muy bajos (< 6.20) hacia este compuesto en diversas poblaciones de
adultos y/o ninfas colectadas en diversas regiones citricolas de México y EUA. Respecto al
insecticida clorpirifos, las poblaciones de ninfas y adultos de D. citri ensayadas en este estudio
registraron valores de resistencia < 1412 y < 2425, respectivamente. En contraste, Vazquez et
al. (2013) reportaron valores de resistencia variables en nueve poblaciones de adultos hacia
este compuesto (rango de 1.80 a 26.52). El valor mas alto de resistencia encontrado por estos
autores corresponde a la poblacion que ellos denominaron como Apatzingan, la cual fue
colectada en 2012 y 2013 en el mismo lugar que la poblacion Dci-Antinez del presente
estudio. Esto significa que en el periodo de dos afios, la resistencia en esta poblacion hacia
clorpirifos incrementd 2398 veces. Sin embargo, es importante sefialar que Vazquez et al.

(2013) realizaron sus ensayos a través del método topico (aplicacion del insecticida en el dorso

'Dr. Mario Alberto Miranda Salcedo, Investigador titular del INIFAP-Campo Experimental, Valle de Apatzingan
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del torax del insecto), mientras que en el presente estudio se realizaron por el método residual
(inmersién de hojas y posteriormente se ofrecieron para su alimentacion). Por otro lado,
Tiwari et al. (2011a) reportaron bajos niveles de resistencia (< 17.92) en cinco poblaciones de
adultos y ninfas de D. citri colectadas en Florida, EUA; lo que atribuyeron a la rotacion de
insecticidas de diferente grupo toxicoldgico. Los valores altos de resistencia obtenidos en este
estudio hacia malation y clorpirifos pueden atribuirse a tres factores. Primero, la aplicacion,
dentro de las medidas de control dirigidas hacia D. citri e implementadas por los agricultores y
el gobierno federal a través de la campana nacional del HLB de los citricos, de hasta seis veces
por afio, de ambos compuestos mas el insecticida dimetoato (Cortéz et al. 2010), lo que
incrementa la presion de seleccion. Segundo, debido a la resistencia cruzada, puesto que
cuando un insecto desarrolla resistencia hacia diversos insecticidas es porque comparten por lo
menos un mecanismo de resistencia (Lagunes y Villanueva 1994, Tiwari ef al. 2012), como ha
sido documentado en el presente estudio hacia malation y clorpirifos. Al respecto, Couso et al.
(2011) reportaron resistencia cruzada entre los compuestos malation y clorpirifos en la mosca
del mediterraneo, Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae), mientras que Ahmad
et al. (2009) reportaron este fendmeno en Spodoptera litura Fabricius (Lepidoptera:
Noctuidae) entre los insecticidas clorpirifos y profenofos. Tercero, los insecticidas
organofosforados presentan una molécula con diferentes puntos donde pueden acoplarse
cuatro o mas enzimas (Glutaton S transferasa, Citocromo P450 oxidasas, Acetilcolinaesterasa
y Carboxilasas) (Lagunes y Villanueva 1994), que pueden contribuir a la detoxificacion de
estos compuestos. Al respecto, Tiwari et al. (2011a,b) reportaron que la resistencia en D. citri
hacia diversos insecticidas se correlaciond positivamente con los niveles de las enzimas
esterasas generales, glutation S-transferasas y citocromo P450 monooxigenasas, lo cual
también puede estar ocurriendo con las poblaciones de ninfas y adultos de D. citri que
presentaron altos niveles de resistencia hacia malation y clorpirifos en el presente estudio. Los
niveles de estas enzimas fueron mas altos en diversas poblaciones de ninfas y adultos de este
insecto colectadas en campo comparado con los registrados en una poblacion susceptible

(Tiwari et al. 2011a).

Por otro lado, Tiwari ef al. (2012) realiz6 un ensayo con una poblacion de adultos y
ninfas susceptibles de laboratorio (Centro de Investigacion Citricola de Lake Alfred, Florida)

y cinco poblaciones de una zona citricola de Florida (Lake County, Saint Lucie County,
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Hendry County, Polk County, Indian River County). Los autores probaron la actividad y
sensibilidad a la inhibiciébn de acetilcolinesterasa (ACE) a las formas activas de los
insecticidas clorpirifos-oxon, malation, ometoato, para-oxon, aldicarb-sulfoxide, carbaryl), asi
mismo evaluaron coémo interviene la actividad de la enzima glutation S-transferasa en la
resistencia a los compuestos organofosforados. En este caso, la actividad de ACE fue, en
general, mas alta (0.01 a 2 uM min "' mg de proteina) en las poblaciones de campo que en la
poblacion susceptible (0.51 a 2.0 uM min "' mg de proteina). La actividad de la insensibilidad
no mostro significancia estadistica en las poblaciones de campo, mientras que en las
poblaciones susceptibles la actividad de las enzimas glutation S-tansferasa y esterasas
generales fue mas sensible en contraste con las poblaciones de campo. Por lo tanto, la alta
actividad de la ACE aumen¢ la resistencia de las poblaciones de campo, como pudo suceder
en el presente estudio, Sin embargo, hacen falta mas investigaciones para corroborar esta

hipoétesis.

7.2. Parasitismo de 7. radiata

El ectoparasitoide 7. radiata es el enemigo natural de D. citri mas estudiado en todas las
regiones citricolas del mundo y ha sido utilizado como un agente de control bioldgico en
paises como China, Malaysia, Indonesia, Estados Unidos, Puerto Rico, Argentina, Brasil y
México, entre otros (Etienne et al. 2001, Hoy et al. 2006). Tamarixia radiata se identifico por
primera vez en México en 2008 con adultos provenientes de ninfas de D. citri sobre limon
mexicano, naranja Citrus sinensis Obsbeck y mandarina Citrus reticulata en los estados de
Colima, Michoacan, Nuevo Ledn, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas (Gonzélez et al. 2009). Las
cualidades de este parasitoide se basan en su evidente capacidad de busqueda y colonizacion
(Chen y Stansly 2014). Ademas, provoca la muerte de las ninfas de su hospedero al momento
de la ovoposicion y se alimentan de aquellas no parasitadas para obtener proteinas para el
desarrollo de los huevos, esto se lleva a cabo por medio de la extraccion de la hemolinfa,
comportamiento que también es conocido como host-feeding (Jervis y Kidd 1986, Godfray

1994, Hoy et al. 2006, Ebratt ef al. 2011, Morales et al. 2013).

En el presente estudio se llevd a cabo una exploracion de los niveles de parasitismo

natural por 7. radiata sobre D. citri en varias zonas productoras de limén y en un area con

42



presencia de limonaria en el Valle de Apatzingan en el estado de Michoacan. En el periodo de
febrero a mayo de 2015 se colect6 un alto namero de ninfas del hospedero (~ 30, 000) y los
niveles de parasitismo se observaron entre 0 y 35.8%. Algunos de estos resultados son
similares a otros estudios, en donde se evaluaron los niveles de parasitismo natural de 7.
radiata en las zonas citricolas mas importantes de México (Colima, Nayarit, Jalisco,
Michoacan, Baja California Sur y San Luis Potosi) y se obtuvieron niveles entre 3 y 30%
(Moreno et al. 2014). Particularmente, en el municipio de Apatzingadn, Michoacan, ubicado a
12 Km al este de uno de los sitios de muestreo (Crucero de Pardcuaro), estos autores
obtuvieron 23.7% de parasitismo, muy similar a lo encontrado en el presente estudio (26.2%)
en el sitio Crucero de Pardcuaro y, que de hecho, en conjunto con la localidad de Antinez
(35.8%) fueron los mas altos registrados. Quizas estos niveles de parasitismo se deban, en
parte, a que en ambos sitios de colecta existi6 menor uso de pesticidas previo a la
determinacion del parasitismo. Es ampliamente conocido el efecto letal y subletal que estos
compuestos pueden provocar sobre el desempefio de los enemigos naturales, especialmente en

los parasitoides (Talebi et al. 2008, Hall y Nguyen 2010, Vifiuela 2011).

En una zona productora de naranja en Sao Pablo, Brasil, 7. radiata causé entre 5.4 y
35.6% de parasitismo natural sobre ninfas de D. citri durante un periodo de cuatro afios de
muestreo (2005-2008) (Paiva y Parra 2012), similar a lo registrado en el presente estudio.
Ademas, estos autores observaron una influencia significativa de la época del ano y de la
variedad de la planta hospedera sobre en el nivel de parasitismo debido a que en los meses de
enero y marzo, y con la variedad Hamlin, se obtuvieron los mayores niveles de parasitismo
(25.7 y 35.6%, respectivamente). Los mismos autores sefialaron que los bajos niveles de
parasitismo que ellos obtuvieron de 7. radiata sobre D. citri pueden relacionarse con el bajo
numero de hospederos presentes en campo. Sin embargo, en el presente estudio los menores o
nulos niveles de parasitismo se observaron en un alto rango de hospederos (de 741 a 4665
ninfas), lo cual indica que el incremento del parasitoide depende de otros factores, quizas mas

relacionados con las condiciones climaticas o las condiciones del entorno (Mann et al. 2010).

En el presente estudio se observo en que el mes de mayo, en donde se presentan las
mayores temperaturas en las zonas bajo estudio (25.4 - 46.5°C), se obtuvieron los mayores

niveles de parasitismo, lo cual podria también indicar que el parasitoide tiene una gran
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adaptacion a los periodos mas calidos. Sin embargo, estudios de laboratorio indican que las
altas temperaturas (30-35°C) pueden afectar la sobrevivencia y desarrollo del parasitoide
(Vega 2013). Gémez et al. (2012) observaron que los niveles mas altos de parasitismo de 7.
radiata sobre D. citri se registraron en un rango de 25 a 30 °C (85% y 72% respectivamente)
comparado en un rango de 15 a 35°C (23.1 a 40.2%, respectivamente). Ademads, con el
primero rango de temperatura, observaron los mayores niveles de emergencia del parasitoide
(86.7% y 88.3%), comparado con el ~50% observado con el segundo rango. Si bien, el
desarrollo y éxito de 7. radiata puede depender de factores como la temperatura (Chen y
Stansly 2014), se requieren mas estudios que evaltuen su nivel de tolerancia a las condiciones
climaticas de campo y el papel que pueden jugar las zonas de refugio durante las condiciones

desfavorables (Nicholls 2006, Gomez ef al. 2012, Barrié et al. 2015).

Por otro lado, es ampliamente conocido que la influencia de la planta y los propios
volatiles del hospedero incrementan su localizacion por parte de los enemigos naturales
(Ayasse et al. 2001). Las avispas perciben feromonas y otros voléatiles a través de los sénsulos,
organos sensoriales olfativos que se encuentran en las antenas (Isidoro et al. 1996, Ayasse et
al. 2001) y que han sido observados en T. radiata (Onagbola et al. 2009). Mann et al. (2010)
reportaron que las hembras de 7. radiata tuvieron un mayor porcentaje de respuesta (~ 42%) a
los volatiles derivados de las ninfas de D. citri + la planta hospedera comparado con las ninfas
solas (~ 28%). Ademas, en otro experimento, las hembras tuvieron la misma respuesta (~
60%) hacia ninfas + plantas de naranja que hacia ninfas + plantas de limonaria. En el presente
estudio, también se observaron valores similares de parasitismo, tanto en limén mexicano
como en limonaria, en los mismos periodos de tiempo y zonas de estudio (Nueva Italia 1 y 2).
En contraste, en un estudio realizado en dos municipios del estado de Sinaloa (Salvador
Alvarado y Culiacan), el mayor parasitismo natural de 7. radiata sobre D. citri se observd en
plantas de naranja (59.6%), seguida de limon mexicano (46.6%), limonaria (36.1%) y
mandarina (1.5%) (Mondaca ef al. 2011), aunque posiblemente estas diferencias también estén

relacionadas con las condiciones de cada zona y el nimero de hospederos colectados.

Algunos de los niveles de parasitismo del presente y otros estudios en México, también
coinciden con el parasitismo natural (23 y 68%) causado por 7. radiata sobre D. citri en tres

regiones (sureste, costa este y region central) productoras de citricos del estado de Florida,
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EUA (Qureshi et al. 2009). En el mismo estado, Chong et al. (2010) determinaron un
porcentaje de 18.5%, pero en este caso el muestreo se realiz6é en zonas urbanas con presencia
de plantas de limonaria. Tamarixia radiata es un parasitoide que también ha sido utilizado en
esquemas de control bioldgico por aumento (CBA). Por ejemplo, Moreno et al. (2014)
observaron que después de la liberacion del parasitoide en zonas citricolas de seis estados de
México (Colima, Nayarit, Jalisco, Michoacan, Baja California Sur y San Luis Potosi) el rango
de parasitismo fue muy amplio (20 y 80%). Sanchez (2012) observo que tras la liberacion del
parasitoide en una zona con presencia de limonaria, los niveles de parasitismo fueron hasta de
50% en zonas aledanas a la localidad de Tecoman, Colima. Sin embargo, en ambos estudios
no se mencionan los niveles de parasitismo natural previos a la liberacion, por lo tanto no se

podria estimar su verdadera contribucién como agente de control biologico.

En la naturaleza, la actividad de los enemigos naturales endémicos y exoticos esta
estrechamente relacionada con distintos factores, tales como las condiciones climaticas, la
disponibilidad de alimento, la diversificacion del propio agro ecosistema y el uso de pesticidas
por lo tanto, es dificil interpretar lo que en realidad sucede en el campo y las diferencias que
pueden existir entre las distintas investigaciones (Nicholls 2006, Miranda ef al. 2011, Chen y
Stansly 2014). Ademas, en el caso de un parasitoide exotico que es utilizado en estrategias de
CBA, como es el caso de T. radiata, su éxito también puede depender de factores relacionados
con la calidad de su cria, las condiciones de la liberacion y las condiciones que presenten en

las zonas de liberacion (Montoya y Toledo 2010).

Por otro lado, en el presente estudio se observd una mayor preferencia de 7. radiata
por los hospederos de mayor tamafio (N4 y N5), y entre ellos, una tendencia de preferencia por
N4. Estos resultados coinciden con los estudios de Yu-quing y Zhi-peng (1991) quienes
observaron que 7. radiata parasito preferentemente a las ninfas N4 (77%), comparado con N3
(23%) y N5 (3%) de D. citri. Sin embargo, Chen y Stansly (2014) reportaron que 7. radiata
tuvo preferencia de ovoposicion sobre ninfas N5 de D. citri, y sus rangos de supervivencia del
parasitoide fueron mayores (85%) comparado con el cuarto (71%) y tercer (33%) instar.
Ademas, los adultos de T. radiata emergidos de ninfas N5 fueron los de mayor tamafio. En
otras especies de parasitoides, también se ha observado una preferencia de parasitismo sobre

ninfas de mayor tamafio, como es el caso de Tamarixia triozae (Burks) (Sulcs) sobre ninfas
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N4 B. cockerelli (Yuqing y Zhipeng 1991, Morales et al. 2013) y Encarsia sophia (Girault y
Dodd) y Eretmocerus melanoscutus (Zolnerowich y Rose) (Hymenoptera: Aphelinidae) sobre
ninfas del mismo instar de Bemisia tabaci (Gennadius) (Lian y Tong 2007). Las diferencias en
la preferencia de parasitismo entre especies de parasitoides pueden ser debido a la calidad y
condicion del huésped ya que ambos factores influyen en los procesos dinamicos de
crecimiento, desarrollo y sobrevivencia y proporcion de sexos de la progenie (Trivers y
Willard 1973, Bull 1981, Charnov et al. 1981, King et al. 1993, Godfray 1994, Escudero
2011, Morales et al. 2013).
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8. CONCLUSIONES

* Los resultados obtenidos en este estudio tienen importantes implicaciones para el

manejo de resistencia para los insecticidas bifentrina, malation y clorpirifos. Se
recomienda la implementacion de un programa de manejo de la resistencia,
particularmente en las areas donde D. citri ha desarrollado resistencia hacia los dos
insecticidas organofosforados. Este programa podria incluir practicas de saneamiento del
cultivo, control cultural y rotacion de clases de insecticidas. Desde enero de 2015 la
campafia contra el HLB ha implementado el uso de compuestos mas ambientalmente
seguros de origen organico tales como impide (sales potésicas de acido grasos), ultralux
n y ultralux s (azadiractina) y spinoteram (spinosad) con el fin de hacer un manejo mas
eficiente de D. citri. Con la suspension del uso de los insecticidas malation y clorpirifos,
la susceptibilidad de las poblaciones de D. citri podria incrementar, asi que dentro de
unos pocos afos los productores de citricos en el Valle de Apatzingan Michoacan,
podrian usar estos compuestos nuevamente.

Los estudios relacionados con la exploracién de los enemigos naturales en campo son
claves para conocer el papel que estan jugando en los sistemas agricolas. Los niveles de
parasitismo observados en el presente estudio confirman el éxito del establecimiento de
T. radiata en México, incluso en las zonas con aplicaciones constantes de insecticidas
quimicos. Con el uso de insecticidas de menor impacto, las poblaciones de este
parasitoide y otros enemigos naturales tales como Cycloneda sanguinea (L.)
(Coleoptera: Coccineliae), Chrysopa sp. (Neuropeta: Chrysopidae), Ociptamus sp.
(Diptera: Syrphidae), reportados previamente por Pardo (2013), podrian mantener bajas
las poblaciones de D. citri. La campana contra el HLB también incluye el uso de T.
radiata producido en el Centro Nacional de Referencia de Control Bioldgico en
Técoman, Colima. Al respecto, se han realizado liberaciones de este parasitoide en
distintas zonas citricolas del estado tales como Apatzingan y Buena Vista Tomatlan,
pero no en los sitios donde se realizaron las colectas del presente estudio. Sin embargo,
para un mejor entendimiento sobre su biologia en condiciones de campo, se requieren
futuras investigaciones que incluyan la influencia de las condiciones climaticas, sitios de

refugio y efecto o tolerancia hacia los insecticidas, entre otros.
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