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Resumen: El Psilido Asiatico delos Citricos,
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae), es el vector trasmisor de Candidatus
Liberibacter causante de la enfermedad
Huanglongbing, la cual ha sido clasificada
como la enfermedad mas devastadora de
los citricos a nivel mundial. D. citri se ha
distribuido en practicamente todas las zonas
citricolas de México y el principal manejo
de Huanglongbing es por medio del control
quimico del vector. Por lo que el objetivo de
este estudio fue determinar la efectividad de
los insecticidas de uso comercial cipermetrina
e imidacloprid por medio de la DL50, para
el control del vector D. citri. Individuos
adultos de D. citri criados en condiciones
de laboratorio fueron expuestos de manera
topica a diferentes concentraciones (1, 0.1,
0.01, 0.001 y 0.0001 mg/ml) de cipermetrina
e imidacloprid, con su respectivo control
(agua destilada), siguiendo la metodologia
propuesta por Tiwari et al, (2011) y Garcia
(2016). Se tuvieron cuatro réplicas por
tratamiento, teniendo un total de 48 unidades
experimentales con 10 individuos cada una.
Se registr6 la mortalidad 24 horas después
de la aplicacién, con los datos obtenidos se
realizé una prueba de Kruskal Wallis y como
prueba a posteriori se realizé una prueba de
Dunn, se utiliz6 un modelo lineal general
(MLG) utilizando el programa Statistica v.8.
Los resultados en condiciones de laboratorio
indican que para el ingrediente activo
cipermetrina la DL50 por aplicacién topica en
D. citri es de 0.001 mg/ml, mientras que para
imidacloprid la DL50 es de 0.01 mg/ml. D. citri
mostré mayor susceptibilidad a cipermetrina
lo cual indica que es efectivo para su control
y una buena alternativa a otros insecticidas
utilizados. D. citri presentd resistencia a
imidacloprid, ya que se requiere 10 veces mas
del ingrediente activo para alcanzar la DL50.

Palabras clave: Huanglongbing, Candidatus
Liberibacter ~spp, DL50, Imidacloprid,

Cipermetrina.

INTRODUCCION

México es el quinto productor de citricos
en el mundo (SIAP, 2017). La citricultura
tiene gran importancia en la economia del
pais y principalmente en las regiones donde
se realiza esta actividad citricola, en poco mas
de medio millén de hectireas en regiones
de clima tropical y subtropical (SAGARPA,
2012), en las 24 entidades federativas se
cultivan citricos (SIRVEE 2018), de la cual el
80% se destina a citricos dulces principalmente
de naranja (83%), toronja (8%), mandarina
(5%) y tangerina (4%). Lo cual representa un
factor grande de ingresos, donde dependen
aproximadamente 69 mil productores y 154
mil empleos (SAGARPA, 2012). Veracruz es
el principal productor de este insumo en el
pais, cubre el 48 % de la produccién nacional,
destaca en su produccién de naranja con mas
de 2 mil toneladas y junto a 26 municipios
que se dedican a esta produccioén generan 329
millones de pesos, en una extension territorial
de 230 mil hectareas (SIAP,2017). No obstante,
la produccién de citricos se ha puesto en riesgo
porlallegada de plagas y enfermedades, donde
destaca  Huanglongbinguna  enfermedad
irreversible para la citricultura, donde a través
de dependencias gubernamentales como
SADERySENASICA se han puesto en practica
programas y campaias para la prevencion de
la enfermedad por medio de control quimico.

La primera detecciéon de Huanglongbing
fue en junio de 2009 enla peninsula de Yucatan
(SENASICA, 2017), lo que ocasiond graves
pérdidas en la actividad productora citricola.
Huanglongbing conocida también como el
enverdecimiento de los citricos, esta asociada
con la infeccidn de tres especies de bacterias:
Ca. Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibater
amerianus y Ca. Liberibacter africanus, estas
se alojan en los tubos cribosos del floema del
huésped y en las glandulas salivales del insecto
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vector (Bové, 2006). Ca. Liberibacter asiaticus
se trasmite por Diaphorina citri, ambos
pueden tolerar temperaturas superiores a los
35°C y humedad baja (Bové, 2006); afectan a
cultivos de la familia Rutacea (Lieftinget al.,
2008); y en combinacién son una amenaza
para la citricultura (Salcedo et al., 2010),
debido a esto D. citri se considera como la
plaga mas importante de los citricos en el
mundo (Halbert y Manjunath, 2004), (Figura
1). En México se han tomado diversas medidas
de control como el uso de plantas certificadas,
remocion de arboles sintomaticos y control
quimico del insecto (Camacho et al., 2015;
Mora et al., 2016).

Figura 1. En la imagen (A) se observa el
arbol infectado por Huanglongbing y en (B
y C) frutos citricos con deformacién, signo
caracteristico de la enfermedad. Fotografias
tomadas por Hernandez-Castellanos, 2018.

DESARROLLO

Diversos estudios realizados en otros
paises han demostrado que D. citri muestra
resistencia a la aplicacion de algunos
insecticidas que se utilizan para su control,
Tiwari et al. (2010) senalan que psilidos
positivosalabacteria CandidatusLiberibacter

asiaticus tienen mayor susceptibilidad;

insecticidas del grupo neonicotinoides son
mds toxicos para psilidos positivos al actuar
la nicotina sobre receptores de acetilcolina,
a diferencia de los piretroides sintéticos que
se dirigen a los canales de sodio. En Florida
Tiwari et al. (2011) observaron que D. citri
es resistente a imidacloprid 35X, Clorpirifos
17.9X, tiametoxam 15X, malation 5.5X y
fenpropatrina 4.8X, destacando el grupo de los
neonicotenoides; senalando que la resistencia
se debe a las enzimas glutation transferasa y
Citrocromo P450 oxidasas (Tiwariet al., 2012),
con cinco genes de resistencia del Citocromo
P450 (Tiwariet al., 2013).

Garcia et al. (2016) estudiaron la
susceptibilidad de D. citri en el estado de
Veracruz con dos poblaciones Cazones y
Martinez de la Torre, las cuales mostraron
susceptibilidad ~ diferencial a los siete
insecticidas evaluados, en el caso de la
poblacién de Cazones, al obtener la DL
los que mostraron mayor nivel toxicolégico
fueron lambdacialotrina y abamectina, del
grupo de los piretroides y microbiales (PIRT
e I-MICR), siendo los mas efectivos para el
control del vector, y con un mayor nivel de
resistencia a dimetoato (87.52X) y metomilo
(83.58X). La susceptibilidad a los insecticidas
varia entre las diferentes etapas de desarrollo
de D. citrilos insecticidas que se utilizan para
el control de esta especie recomiendan la
misma dosis para estadios ninfales y adultos,
sin embargo, para tener un mejor control de
la plaga es necesario comprender los niveles
de resistencia que presentan durante su
desarrollo bioldgico, para determinar las dosis
que pueden ser aplicadas en campo. El estado
de Veracruz es un alto productor citricola, por
ello esimportante identificar a que insecticidas
D. citri es resistente, para tomar medidas en
campo con el control quimico que se aplica, se
haregistrado que en zonas citricolas de Florida
D. citri presenta resistencia principalmente a
neonicotinoides, organofosforados y algunos
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piretroides (Tiwariet al., 2011).

La  cipermetrina, son insecticidas
comunmente utilizados en el campo desde
los afios 807, los insectos tratados sufren
paralisis nerviosa por cambios que se generan
en la membrana, estimulan descargas de
impulsos nerviosos, paralizan el cuerpo,
ocasiona convulsiones, afectando sistema
nervioso central y el periférico; por su parte
el imidacloprid pertenece al grupo de los
neonicotinoides se utilizan en la agricultura
desde los afios 90%, estan relacionados con
la nicotina; actian como insecticidas de
contacto contra psilidos, su modo de accién
es sistémico, contacto y estomacal, actua
en el sistema nervioso central (Lagunes y
Villanueva, 1994).

MATERIALES Y METODOS
PSILIDOS DE DIAPHORINA CITRI

Serecolectaron psilidos adultos Diaphorina
citri Kuwayama en el mes de agosto de 2017
en la localidad Tres Encinos en el municipio
Martinez de la Torre del estado de Veracruz
de Ignacio de Llave, sus coordenadas latitud
20.10678 y longitud -97°020, en un cultivo
de lima persa Citrus latifolia Tanaka de 4.5
hectareas, con una edad de la planta de
aproximadamente cinco afos. El muestreo
para las huertas fue sistémico de 24 plantas
con la técnica “T” (3x3) aplicable para
huertos menores de 5 ha, se colectaron de
5 a 10 psilidos por arbol muestreado. Los
psilidos recolectados fueron trasladados en
jaulas entomolodgicas de (60x30) forradas de
tela de organza al laboratorio de la Facultad
de Biologia, para su mantenimiento vy
reproduccion. Como planta huésped de D. citri
se utiliz6 Murraya paniculata sin exposicion
a insecticidas. Fue a partir de la de la quinta
generaciéon que se realizaron experimentos
con ejemplares a los cuales se procedi6 a la
aplicacion tépica de Cipermetrina. Para lograr
su exitosa reproduccién fueron puestos en una

camara climatica artificial marca ECOSHEL
modelo C1000D a una temperatura de 27°C,
60% HR (humedad relativa) y fotoperiodo
14:10 luz: oscuridad (Tiwari et al., 2011).

INSECTICIDAS

Se evalué la efectividad DL, de dos
insecticidas comerciales ROTAPRID 350 SCy
CIMETRIN 200, consuingredienteactivo (i.a.)
Imidacloprid:  (E)-1-(6-cloro-3piridilmetil)-
N-nitroimidazolidin-2-ilidenamina,
equivalente a 350 g de ia y Cipermetrina:
(+)-Alfa-Ciano-3-fenoxibencil (+)-cis, trans-
3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano
carboxilato, equivalente a 200 g de ia.
preparados al 1% de la formulacién comercial
de 5 a 6 dosis por ia , diluidos con agua
destilada el dia del bioensayo.

MODELO EXPERIMENTAL

Se utiliz6 la técnica topica propuesta
por Tiwari et al, (2011) y con algunas
modificaciones Garcia (2013), para la
aplicacion de psilidos adultos mixtos en el
pronoto, con un aspirador bucal se colectaron
diez psilidos adultos en una punta de
micropipeta cubierta en la parte de arriba con
tela de organza y recortada la punta; en una
bolsa se colocaron dos puntas de micropipetas
selladas con parafilm para anestesiarlos con
CO, (la anestesia dura aproximadamente de
15 a 20 segundos), se colocaron en cajas Petri
de 6 cm de diametro, perforadas y cubierta la
tapa con tela de organza para la respiracion de
los psilidos, con un soporte de 4 ml de agar-
agar al 1.5% y sobre el agar una hoja de naranja,
de esta forma se hizo la aplicacion tdpica a los
psilidos con una jeringa para cromatografia
Hamilton de 10 pLy con un aplicador se
inyectaron 2 puL (2 pL= disparo) de insecticida
a cada psilido, para ser sellada finalmente con
papel Parafilm, las cajas petri se mantuvieron
en la camara climdtica para no alterar sus
condiciones de clima. Por tratamiento se
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tuvo un control con agua; fueron probados a
diferentes dosis (1,0.1,0.01,0.001 y 0.0001mg/
ml) con cuatro réplicas, teniendo un total de
20 unidades experimentales. Se registr6 la
mortalidad 24 horas después de la aplicacién,
y se consideraron muertos a los psilidos que
no mostraron movilidad.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados para
determinar la DL, (dosis que mata el 50%
de la poblacién expuesta, expresada en mg/
ml) para ambos insecticidas, con los datos
obtenidos a las diferentes dosis se realizé
una prueba de Kruskal Wallis y como prueba
a posteriori se realiz6 una prueba de Dunn,
se utiliz6 un modelo lineal general (MLG)
utilizando el programa Statistica v.8.

RESULTADOS Y DISCUSION
DOSIS LETAL (DL, ) CIPERMETRINA

El modelo lineal general indica que
existen diferencias significativas entre la
mortalidad que causan las diferentes dosis
de cipermetrina (p=0.00001), por su parte la
prueba de Kruskal Wallis arrojé diferencias
significativas (H=22.8236, g =5, p<0.001),
la prueba de Dunn indicé que existieron
divergencias entre el control y las diluciones
1, 0. 1y 0.01 mg/ml (p<0.05), sin embargo,
no existieron diferencias significativas entre
el control y las diluciones 0.001 y 0.0001
mg/ml (Figura 2). Para el ingrediente activo
cipermetrina la DL, por aplicacién tépica en
Di.citri es de 0.001 mg/ml, donde entre menor
dosis se aplico se alcanzd la letalidad del 50%
dela poblacién expuesta, mientras que, 1,0.1y
0.01 mg/ml causaron la DL,, de los psilidos, la
concentracion 0.0001 mg/ml caus6 la menor
mortalidad de los individuos.

DOSIS LETAL (DLSO) IMIDACLOPRID

El Modelo lineal general mostré que
existen diferencias significativas en la

mortalidad de las diferentes dosis de
imidacloprid (p=0.00001). Mediante la prueba
de Kruskal Wallis se encontraron divergencias
significativas (H=22.236, gl=5, p<0.001), la
prueba de Dunn indicé que las diferencias
fueron entre el control y las diluciones 1 y 0.
1 mg/ml (p<0.05), sin embargo, no existieron
diferencias significativas entre el control y
las diluciones 0.01, 0.001 y 0.0001 mg/ml
(Figura 2). En el caso del ingrediente activo
Imidacloprid la DL, por aplicacién topica en
D.citri es de 0.01 mg/ml, al aplicar esta dosis
se mat6é el 50% de la poblacién expuesta,
mientras que, 1 y 0.1 mg/ml causaron la
DL,, de los psilidos, 0.001 y 0.0001 mg/ml
causo la menor mortalidad de los individuos
respectivamente.

CIPERMETRINA VS IMIDACLOPRID

D. citri mostré mayor susceptibilidad a
cipermetrina ya que requirié de menores dosis
para alcanzar el mayor nimero de mortalidad
de individuos, mientras que imidacloprid
tuvo un menor efecto de mortalidad sobre
este vector, lo que indica que D. citri se ha
vuelto mas resistente a este ingrediente
activo. Cipermetrina es un principio activo
que pertenece al grupo toxicoldgico de los
piretroides, Tiwari et al., 2011 trabajando con
este grupo representados por cipermetrina
y fenpropatrina en laboratorio y cinco sitios
de muestreo en Florida, observaron que
fenpropatrina indica un nivel moderado
de resistencia al tener un valor mayor de
DL, (1.50), a diferencia de cipermetrina que
su DL, que es menor (0.70), lo que concuerda
con nuestros resultados donde cipermetrina a
menor dosis aplicada (0.001 mg/ml) dio como
resultado la DL, ; asi mismo Garcia et al., 2016
representaron el grupo de los piretroides con
lambdacialotrina y en sus dos poblaciones de
Cazones y Martinez, Ver. encontraron mayor
nivel de toxicidad conla DL, en 0.013y 0.110
ng i.a. por insecto respectivamente, indicando
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Figura 2. La mortalidad de imidacloprid fue significativamente mayor en las dosis 1 y 0.1 mg/ml en

comparacién con el control y su DL, se reportd a dosis de 0.01 mg/ml; sin embargo, cipermetrina mostr6

ser mas eficiente en el control de Diaphorina citri, presentando diferencias significativas en las dosis 1, 0.1

y 0.01 en comparacion con el control, encontrandose DL_; en la dosis 0.001 mg/ml.

ser el grupo toxicolégico de los piretroides
el mas efectivo para el control de D. citri tal
como lo observado en este estudio. La DL,
obtenida en este trabajo (0.001 mg/ml).

El ia Imidacloprid pertenece al grupo
toxicoldgico de los neonicotinoides (Lagunes
y Villanueva, 1994), la dosis recomendada
para el control de D. citri es al 1% de acuerdo
a las especificaciones del fabricante, en un
estudio realizado por Tiwari et al, 2010
utilizando diferentes ingredientes activos,
entre ellos imidacloprid mostraron que los
individuos positivos a la bacteria Candidatus
Liberibacter asiaticus eran mas susceptibles
conuna DL, de 0.15 mg AIL" a diferencia de
los no contaminados DL, de 0.47 mg AI L",es
decir psilidos positivos a la bacteria tienen
mayor susceptibilidad, lo cual demostraron
al aumentar tres veces la dosis para los
no infectados, esto es porque la bacteria
puede variar mecanismos de degradacion o
desintoxicacién en compuestos téxicos del
insecto, por medio de enzimas esterasas,
la bacteria es la encargada de disminuir la
actividad de dichas enzimas.

Otro estudio por Tiwari et al., 2011
probaron diferentes dosis de imidacloprid
en poblaciones de campo y laboratorio
encontrando menor susceptibilidad sobre
D. citri adultos mixtos, esto concuerda
con nuestros resultados ya que al aplicar
la dosis 0.01 mg/ml encontramos la DL,
mostrando mayor resistencia, probamos en
laboratorio que la concentracidn sugerida en
las especificaciones del fabricante esta elevada
10 veces mas requerido para matar al 50% de
la poblacion en comparacion a cipermetrina,
lo que nos lleva a pensar que este tipo de
aplicaciéon por periodos prolongados y de
manera constante favorece la resistencia de D.
citri a imidacloprid. Ya que en México desde
su primera deteccién en el afio 2002 se aplica
para su control.

Tiwari et al., 2011 y 2013 senalan que
imidacloprid tuvo el mayor indice de
resistencia 35X en la RR; encontrando
enzimas desintoxicantes y monooxigenasas
del Citocromo P450 en D. citri adultos, donde
destacaron cinco genes del citocromo P450
(CYP4C67, CYP4DA1, CYP4C68, CYP4DB1
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y CYP4G70) con expresion resistente a
insecticidas, inducidos por el tratamiento
imidacloprid. Lo que significa que D. citri ha
desarrollado resistencia aimidacloprid; Garcia
et al., 2016 seiiala que los altos niveles de
insecticidas que se utilizan para el control del
vector en el estado de Veracruz, no solo crearan
resistencia a dimetoato como lo muestran
sus resultados, sino también a diversos
insecticidas que sigan utilizandose sin algin
tipo de rotacion y sin moderacion, aunado a
que el fabricante establece porcentajes altos de
concentracion, esto lo hemos corroborado en
nuestro resultados.

Comparando los grupos toxicoldgicos
neonicotinoides y piretroides representados
por imidacloprid y cipermetrina
respectivamente, encontramos que al obtener
la DL, para ambos ingredientes activos,
existe una mayor resistencia por parte de D.
citri a imidacloprid (0.01 mg/ml) a diferencia
de cipermetrina que requiere menor dosis
(0.001 mg/ml). La resistencia que muestra D.
citri a imidacloprid, es debida al desarrollo
de genes por el Citocromo P450. La bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus de manera
directa afecta a psilidos y plantas al disminuir
la actividad de enzimas esterasas, lo cual es de
ventaja para que el patégeno se desarrolle; en
la planta causa un gasto fisiologico que tiene
como principal consecuencia la disminucién
dela calidad fisica ya que reduce la produccion
de enzimas degradantes y desintoxicantes
(Tiwariet al., 2010). D. citri por su biologia y
su ciclo de vida corto (15 a 45 dias a 28°C) se
adapta al clima del estado de Veracruz, lo que
aumenta que estén mas expuestos al contacto
con insecticidas utilizados para su control,
lo cual les permite desarrollar resistencia
(Halbert y Manjunath 2004, y Garcia et al.,
2016), como ha sido observado en este estudio
con el grupo de los neonicotinoides, que es
una practica comun en zonas citricolas del
estado de Veracruz (Cortez et al., 2010).

CONCLUSIONES

Losresultadosbajo condiciones controladas
en laboratorio mostraron que D. citri tiene
mayor susceptibilidad para cipermetrina, lo
cual indica que es efectivo para su control y
una buena alternativa a otros insecticidas
utilizados.

D. citri presento resistencia a imidaclopird,
ya que se requiere 10 veces mas del ingrediente
activo para alcanzar la DL,

Los resultados podrian variar al ser
aplicados en campo, lo que se sugiere que las
practicas actuales para el control del vector
sugerida por SENASICA son efectivas de
manera preventiva, sin embargo, favorecen
la resistencia del vector a dichos ingredientes
activos a un mediano plazo, por lo que se
recomienda un manejo integral de los cultivos,
como nutricién vegetal, aplicacion de abonos
organicos, control bioldgico, rotaciéon de
moléculas para el control quimico, etc.
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