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COMPATIBILIDAD DE EXTRACTOS VEGETALES CON EL PARASITOIDE
Tamarixia radiata (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) EN EL CONTROL DE
Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE

Edgar Eduardo Mendoza-Garcia, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

RESUMEN

Los extractos vegetales son métodos alternos para el manejo de plagas, compatibles con
otras tacticas de control y caracterizados por su bajo impacto en ecosistemas. El objetivo de
este estudio fue determinar la compatibilidad de aceites esenciales de Foeniculum vulgare
Mill. (Apiaceae), Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), Schinus molle L. (Anacardiaceae),
Tagetes coronopifolia Willd., T. lemmonii Gray, T. lucida Cav. y T. terniflora Kunth
(Asteraceae) con el parasitoide Tamarixia radiata Waterson (Hymenoptera: Eulophidae)
para el control de Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), vector de la bacteria

causal del Huanglongbing, una enfermedad letal de los citricos.

En una primera fase, se determin6 la composicion quimica de los aceites de la parte
area de las plantas mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG/EM). En total se identificaron de 18 a 31 compuestos, con abundancia de trans-anetol
y a-pineno para F. vulgare; alcanfor, eucaliptol y a-pineno para R. officinalis; D-limoneno,
-mirceno, canfeno y germacreno D para S. molle; mientras que B-ocimeno, 4-etil-4-metil-
1-hexano, anetol, trans-tagetona, cis-tagetona, verbenona, cis-verbenona y B-cariofileno

fueron comunes para T. coronopifolia, T. lemmonii, T. lucida y T. terniflora.

En la fase dos, se determinaron los efectos toxicos y repelentes de los aceites
esenciales sobre ninfas y adultos de D. citri. Para determinar el efecto tdxico, los insectos se
expusieron a discos de hoja de Citrus sinensis cv. ‘Valencia’ (Rutaceae) tratados por
aspersion e inmersion con diferentes concentraciones de aceites. La repelencia se determin6
al contabilizar los insectos posados en hojas tratadas dentro de arenas experimentales a las

4,5, 6y 24 h. Los aceites de F. vulgare, T. coronopifolia, T. lemmonii y T. terniflora a 10



mg mL™ causaron alta mortalidad sobre ninfas de D. citri; mientras que para adultos
sobresalieron los aceites de F. vulgare, T. coronopifolia y T. lemmonii a partir de 20 mg
mL?, a las 24 h posteriores de la aplicacion. Los aceites extraidos de T. coronopifolia, T.
lucida y T. terniflora revelaron una mayor repelencia (> 92%) a 40 mg mL™; esto se

correlaciond con la concentracion y disminuy6 con el tiempo.

En la fase tres, se exploro la compatibilidad del parasitoide T. radiata con el uso de
aceites esenciales de F. vulgare, T. coronopifolia, T. lemmonii y T. terniflora para el
manejo de D. citri. Se evalud el efecto de tres Concentraciones Letales (CL3o, CLso y CLgo)
de los aceites para D. citri sobre adultos del parasitoide. En una primera prueba de
compatibilidad se aplico de manera directa las concentraciones de los aceites sobre ninfas
de D. citri y la posterior exposicion de éstas a T. radiata. La segunda prueba consistio en
exponer las ninfas al parasitoide y posteriormente la aplicacion de los aceites. Los aceites
esenciales de F. vulgare, T. coronopifolia, T. lemmonii no causaron mortalidad significativa
en adultos de T. radiata; sin embargo, T. terniflora resulto ligeramente nociva (IOBC) al
parasitoide. El testigo no tratado con aceite presentdé mayor parasitismo y depredacién por
T. radiata. EI manejo de D. citri es factible al permitir primero la accion del parasitoide y
después se aplica la CLso del aceite de T. lemmonii, T. coronopifolia y/o F. vulgare, debido
a que se encontraron parasitismo y depredacion altos en estas combinaciones. La
selectividad de los aceites de T. coronopifolia, T. lemmonii y F. vulgare sobre T. radiata

permite considerarlos en programas de manejo integrado de D. citri.

PALABRAS CLAVES: Control biolégico, Citricos, MIP, plantas aromaticas, selectividad.



COMPATIBILITY OF PLANT EXTRACTS WITH Tamarixia radiata PARASITOID
(HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) IN THE CONTROL OF Diaphorina citri
(HEMIPTERA: LIVIIDAE)

Edgar Eduardo Mendoza-Garcia, Dr.
Colegio de Postgraduados, 2015

ABSTRACT

Plant extracts are alternative methods for pest management; they are considered compatible
with other control tactics and characterized for its low impact in ecosystems. The objective
of this study was to determine the compatibility of plant essential oils from Foeniculum
vulgare Mill. (Apiaceae), Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), Schinus molle L.
(Anacardiaceae), Tagetes coronopifolia Willd., T. lemmonii Gray., T. lucida Cav., and T.
terniflora  Kunth (Asteraceae) with the parasitoid Tamarixia radiata Waterson
(Hymenoptera: Eulophidae) for the control of Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:

Liviidae), the vector of Huanglongbing, a lethal disease of citrus.

In a first phase, chemical composition of extracted oils from the aerial part of the
plants was determined by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC / MS). In
total, 18 to 31 compounds were identified, major components were trans-anethole and o-
pinene in F. vulgare; camphor, eucalyptol and a-pinene in R. officinalis; D-limonene, -
myrcene, canfene and germacrene in S. molle; while B-ocimene, 4-ethyl-4-methyl-1-hexene,
anethole, trans-tagetone, cis-tagetone, verbenone, cis-verbenone and p-caryophyllene were

common in T. coronopifolia, T. lemmonii, T. lucida and T. terniflora.

In the seconds phase, toxicity and repellency of the extracted oils were determined
on nymphs and adults of D. citri. In order to determine toxic effects, the insects were
exposed to leaf discs of Citrus sinensis cv. ‘Valencia’ that were previously treated by
spraying or immersion with different concentrations of extracted oils. Repellency was
assessed by the number of insects that remained on the treated leaves in experimental

arenas after 4, 5, 6 and 24 h of exposition to the treatments. F. vulgare, T. coronopifolia, T.
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lemmonii and T. terniflora oils at 10 mg mL* caused high mortality on D. citri nymphs;
while in adults, F. vulgare, T. coronopifolia and T. lemmonii caused such effects at 20 mg
mL? after 24 h of application. Qils extracted from T. lucida, T. coronopifolia and T.
terniflora exhibited higher repellency (>92 %) at 40 mg mL; this was correlated with

concentration and decreased over time.

In the third phase, the compatibility of the parasitoid T. radiata with the use of
essential oils of F. vulgare, T. coronopifolia, T. lemmonii and T. terniflora for the
management of D. citri was explored. Three Lethal Concentrations (CLzo, CLso and CLgo)
of oils for D. citri were evaluated on parasitoid adults. A first compatibility test was
performed with the direct application of the concentration oils on D. citri nymphs and
subsequent exposure to T. radiata. In a second test, nymphs were exposed to parasitoids
and posteriorly the oils were applied. F. vulgare, T. coronopifolia and T. lemmonii oils
produced no significant mortality in T. radiata adults; however, T. terniflora oil was
harmful (IOBC) for this parasitoid. In the untreated control, there was recorded an increase
in parasitism and predation by T. radiata. D. citri management is viable allowing the action
of the parasitoid and afterwards applying CLaso 0il of T. coronopifolia, T. lemmonii and F.
vulgare because high parasitism and predation were found when such combination was
used. The selectivity of T. coronopifolia, T. lemmonii and F. vulgare on T. radiata suggest

to consider their use in integrated pest management programs of D. citri.

KEYWORDS: Biological control, citrus, IPM, aromatic plants, selectivity.
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INTRODUCCION GENERAL

Las generaciones presentes tienen en sus manos la oportunidad de descubrir métodos
alternos para el manejo de plagas que sean compatibles con la naturaleza y otros métodos
de control, con el proposito de conservar los ecosistemas y realizar una produccién racional
(Isman, 2000; Celis et al., 2009). Una de las principales vias a seguir es la integracion de
diversas herramientas de manejo, es decir, considerar el sistema productivo en conjunto
para alcanzar una produccion sostenida, en forma econdmica aceptable y asegurar el
bienestar de los productores (Evrong, 2003). La investigacion de recursos bioticos para
desarrollar tecnologias que favorezca el manejo de plagas es una de las vias que se puede
seguir para contribuir al enfoque holistico para la solucion de problemas. En particular, los
estudios sobre sustancias vegetales para el biocontrol de insectos plaga son prometedores
para paises como México, con una enorme biodiversidad y con problemas importantes de
plagas en la agricultura, como el reciente caso de la enfermedad Huanglongbing o

enverdecimiento de los citricos (Serrato et al., 2007).

La produccién de todas las regiones citricolas de México se encuentra amenazada
por la presencia del psilido asiatico de los citricos (PAC) Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) (Trujillo et al., 2008), insecto vector de las bacterias Candidatus
Liberibacter spp., agentes causales del Huanglongbing (Bassanezi et al., 2011; Bové, 2012).
Hasta ahora, el control quimico es el método mas empleado contra D. citri (Cortez et al.,
2010; 2012; Villanueva-Jiménez et al., 2011); sin embargo, ha ocasionado el desarrollo de
resistencia del psilido y la eliminacion de enemigos naturales (Hall y Nguyen, 2010; Tiwari
et al., 2011, 2012; Garcia, 2013). Cocco y Hoy (2008) indican que la tasa de sobrevivencia
de Tamarixia radiata (Hymenoptera: Eulophidae) se reduce por los efectos residuales del
imidacloprid (mortalidad >95 %) y por la toxicidad aguda de abamectina (mortalidad >91
%). Esta situacion ha motivado que en los Gltimos afios haya crecido el interés en el uso de
extractos vegetales o bioplaguicidas para el manejo del psilido (Fontes-Puebla et al., 2012;
Mann et al., 2012).

El empleo de extractos vegetales como herramientas de manejo de plagas y

enfermedades constituye una alternativa prominente. Los extractos poseen moléculas



activas de amplio espectro, con modos de accion diferentes (toxico, repelente, inhibitorios
de la oviposicion, crecimiento y alimentacion), son biodegradables y presentan reducida
toxicidad para el hombre y otros mamiferos (Isman, 2000; Celis et al., 2009). Actualmente,
los extractos vegetales y aceites esenciales de ajo Allium sativum L., lavanda Lavandula sp.,
cilantro Coriandrum sativum L., tomillo Thymus vulgaris L., orégano Lippia graveolens
Kunth, nim Azadirachta indica Juss., guayaba Psidium guajava L., paraiso Melia
azedarach L. y toloache Datura stramonium L., se reportan con actividad toxica o repelente
contra D. citri (Diaz, 2009; Khan et al., 2012; Mann et al., 2012; Cazares et al., 2014).

Existe poca evidencia de productos quimicos, aceites esenciales o extractos de
plantas que no afecten de manera negativa al parasitoide T. radita u otros agentes de control
biolégico. Al respecto, Lira et al. (2014) reportan que los insecticidas azadirachtina,
etofenproxi, gamma-cyhalotrina, piriproxifen, tebufenozide y diflubenzuron; los acaricidas
piridaben y fenpiroximato y los fungicidas azoxistrobin, folpet, hidréxido de cobre,
oxicloruro de cobre, mancozeb + oxicloruro de cobre, pyraclostrobin, metil-tiofenato y
trifloxistrobin resultaron inocuos para T. radiata. Del mismo modo, el aceite de petréleo y
el hidroxido de cobre solo o en combinacidn con los coadyuvantes Silwet L-77 y Kinetic
provocaron baja toxicidad (< 15 % mortalidad) al parasitoide, por lo que fueron incluidos
en el manejo integrado de D. citri mediante la compatibilidad con T. radiata (Cocco y Hoy,
2008). Desde el punto de vista de manejo integrado de plagas es importante investigar la
interaccidn de productos botanicos, entre ellos aceites esenciales o extractos de plantas, con
enemigos naturales con el fin de obtener resultados prometedores en el manejo de plagas
(Isman, 2000); sin embargo, son escasos los estudios en ese enfoque. Asimismo, hace falta
evaluar taxa vegetales disponibles en México como recursos naturales a partir de los cuales
se desarrollen bioplaguicidas (Serrato et al., 2007). Con base en lo anterior se plante6 como
objetivo general evaluar la compatibilidad de aplicaciones combinadas del parasitoide T.

radiata y extractos vegetales para el manejo de D. citri.

Con el fin de alcanzar el objetivo propuesto, el presente trabajo se organizo en
cuatro capitulos. En el primero se proporciona informacion relevante del PAC, donde se
hace hincapié en el uso de plantas aromaticas en el manejo de plagas. En el capitulo dos, se
aborda la composicion quimica de aceites de siete plantas aromaticas con potencial contra
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D. citri. En el tercer capitulo se presentan los resultados de la actividad bioldgica de los
extractos vegetales sobre el PAC. Mientras que ultimo se muestra la actividad toxica de
cuatro aceites esenciales sobre el parasitoide T. radiata y su compatibilidad al aplicar
primero el aceite esencial y posteriormente la exposicion al parasitoide, y la exposicion

directa de ninfas al parasitoide con la posterior aplicacion del aceite esencial.



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA
1.1 Importancia de la citricultura en México

La citricultura a nivel mundial es una actividad agricola altamente rentable, esto se debe
principalmente a la produccion de frutos dulces y agrios que representan alrededor del 22 %
de la produccion total de frutas (Salcedo et al., 2010). Los principales paises productores de
citricos son China, Brasil, EUA, India y México, con una superficie total cosechada de 7.46
millones de hectareas (FAO, 2012; Robles-Gonzalez et al., 2014). Las especies de citricos
(Rutaceae) més cultivadas son la cidra (Citrus medica L.), lima dulce (C. limetta Risso),
limones (C. limon L. Burm.), limén mexicano (C. aurantifolia Swingle), mandarina (C.
reticulata Blanco), naranja agria (C. aurantium L.), naranja dulce (C. sinensis (L.) Osbeck),
pomelo (C. grandis L. Osbeck) y toronja (C. paradisi Macf.) (Ramirez et al., 2000; Espinal,
2005; Robles-Gonzélez et al., 2014). La produccion mundial de naranja contribuyé con 57
% del total de citricos (118 millones de toneladas) en 2012, seguido de las mandarinas con

23 %, limas y limones con 13 %, y toronjas y pomelos 7 % (Robles-Gonzalez et al., 2014).

La citricultura mexicana es una de las actividades agricolas mas importantes, ya que
cuenta con una superficie aproximada de 555,833 hectareas, y una produccién de 6.69
millones de t de citricos, durante el periodo de 2010-2013 (Robles-Gonzélez et al., 2014;
SIAP, 2013). Los citricos se cultivan en 23 estados de la RepuUblica, aunque en 15 se
concentra 95 % de la superficie cultivada. Veracruz, San Luis Potosi y Michoacén, suman
mas de 79 % de la superficie citricola del pais (Fig. 1.1). De la superficie establecida, el
53.9 % corresponde a naranja, 15 % a limon mexicano, 15 % a lima Persa y el resto a
toronjas, mandarinas y tangerinas (Salcedo et al., 2010; SIAP, 2013; Robles-Gonzalez et
al., 2014). En el estado de Veracruz destacan como principales productores de citricos los
municipios de Alamo, Tuxpan, Tihuatlan, Castillo de Teayo y Papantla (SENASICA, 2012;
SIAP, 2013).

La mayor proporcion de la produccion de citricos se consume en los mercados

domésticos como fruta fresca (cerca de 50 % de limoén, naranjas y toronjas) y el resto se
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destina a la exportacion de frutos, asi como a la elaboracion de productos procesados
(Salcedo et al., 2010).

La citricultura representa una actividad de gran importancia para la economia del
pais y para las miles de familias, ya que genera ~70 mil empleos directos y 250 mil
indirectos (Trujillo et al., 2008). Sin embargo, esta actividad se encuentra amenazada por
diversas enfermedades y plagas que atacan a los huertos afectando tanto la produccion
como la calidad del fruto. Dentro de las enfermedades de mayor importancia se encuentran:
la mancha grasienta (Mycosphaerella citri Whiteside), fumagina (Capnodium citri Mont.),
rofia (Elsinoe fawcettii Bitancourt y Jenkins,), manchado sectorial del fruto o Wood pocket,
virus tristeza de los citricos (VTC), antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides Penz),
cancrosis o chancro (Xanthomonas axonopodis Xac) y Huanglongbing (HLB). Asimismo,
algunos de los insectos vectores presentes son el pulgon café de los citricos (Toxoptera
citricida Kirkaldy), pulgon negro (T. aurantii Boyer), pulgon del algodonero (Aphis
gossypii Glover), escama de nieve (Unaspis citri Comstock), minador de las hojas
(Phyllocnistis citrella Stainton), acaro blanco (Polyphagotarsonemus latus Banks), acaros
del genero Brevipalpus, y el psilido asiatico de los citricos (Diaphorina citri Kuwayama)
(Curti-Diaz et al., 2000; Agusti, 2003).

1.2 Importancia y distribucion de Diaphorina citri

El psilido asiatico de los citricos (PAC) o Diaphorina citri, es el vector mas
relevante del HLB en Meéxico; actualmente esta establecido en todas las entidades
productoras de citricos en Centroamérica, Sudamérica (Cermeli et al., 2000; Halbert y
Nufiez, 2004, Villalobos et al., 2004), Florida (EUA) (Halbert y Manjunath, 2004; Halbert y
NuUfez, 2004) y México (Thomas, 2002; Lopez-Arroyo et al., 2005). En nuestro pais fue
reportado en el afio de 2002 en los estados de Campeche y Quintana Roo. Actualmente se
encuentra en todos los estados citricolas (Fig. 1.1) (Lépez-Arroyo et al., 2008; Trujillo et
al., 2008; Lépez-Collado et al., 2013).

Los dafios causados por los adultos y las ninfas del PAC, son de tipo directo e
indirecto. El directo sucede durante su alimentacion al inyectar toxinas a la planta que

detienen el crecimiento de los brotes y deforman las hojas (Michaud, 2004). Al respecto,
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Aleman et al. (2007) mencionan que una ninfa es capaz de provocar malformacion de hojas
jévenes y maduras al alimentarse por 24 h sobre ellas. El dafio indirecto de D. citri se debe
al establecimiento de hongos productores de fumagina, debido a las abundantes secreciones
de miel de rocio derivados de desechos de la alimentacién, lo que impide el proceso de la
fotosintesis; ademas, de su habilidad de trasmitir el agente causal del HLB, la bacteria
Candidatus Liberibacter spp. (Gottwald, 2010; Bassanezi et al., 2011; Bové, 2012). EI PAC
adquiere la bacteria después 15 a 30 min de alimentacion, y permanece infectivo durante
toda su vida, aunque no existe evidencia de transmision transovérica (Xu et al., 1990). El
HLB representa una amenaza para la citricultura a nivel mundial, ya que a la fecha se carece
de métodos directos para el control de este patdgeno de importancia cuarentenaria
(Bassanezi et al., 2011). Las estrategias de manejo de la enfermedad en México incluyen el
control del vector y el manejo del HLB, con la finalidad de minimizar el riesgo de
diseminacion de la enfermedad (SENASICA, 2012).

® Presencia de D. citri
Superficie de citricos (ha)
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Figura 1.1 Dispersion de Diaphorina citri en el territorio Mexicano (Lopez-Collado et al.,
2013).

1.3 Hospederos de Diaphorina citri

En la actualidad existen 54 especies de plantas hospederas de D. citri. El PAC

prefiere de manera exclusiva a especies de la familia Rutaceae, donde destacan los géneros
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Aegle, Aeglopsis, Afraegle, Atalantia, Balsamocitrus, Citropsis, Citrus, Fortunella,
Linonia, Merrillia, Microscitrus, Murraya, Pamburus, Poncirus, Severinia y Swinglea
(Viraktamath y Bhumannavar, 2002; Halbert y Manjunath, 2004). Los géneros Citrus y
Murraya son idéneos para su desarrollo durante todo el afio y su ciclo de vida (Bigornia y
Obana, 1974).

1.4 Métodos de control de Diaphorina citri

En el mundo se han empleado diversos métodos y estrategias de control para
enfrentar tanto al vector como a la enfermedad. Algunas de las acciones realizadas son la
deteccidn y eliminacién oportuna de los arboles enfermos, el control de la poblacion del

insecto vector, y el uso de plantas producidas en viveros certificados (SENASICA, 2012).
1.4.1 Control legal

En México, el control legal del HLB y de D. citri estan regulados por el Protocolo
de actuacion para la deteccion del HLB, el Protocolo de actuacion ante la emergencia por la
deteccion del HLB; y el Protocolo para establecer Areas Regionales de Control (ARCOs)
del HLB y D. citri (Robles, 2010; 2012; Robles y Delgadillo, 2010). Estos protocolos
tienen como objetivo que el personal técnico oficial, productores, viveristas y técnicos
privados conozcan los antecedentes, importancia, sintomas y demas informacién descriptiva
del HLB y sus vectores, que puedan aplicar la metodologia para la deteccion sintomética y
asintomatica del HLB; que establezcan herramientas para accionar una respuesta inmediata
a nivel de autoridades, personal técnico y operativo, para la delimitacién y control de un
foco de infeccion de HLB (Robles, 2010; Robles y Delgadillo, 2010); y finalmente, que
logren establecer los criterios generales para la implementacién de las ARCOs en las
diferentes regiones citricolas de México (Robles, 2012), mediante la participaciéon de los

Comités Estatales de Sanidad Vegetal de cada estado productor de citricos.
1.4.2 Control quimico

La forma mas comun para manejar las poblaciones de D. citri es mediante el uso de
insecticidas quimicos con accién de contacto y sistémica; para ello se toma en cuenta su

eficiencia, periodo residual y su inclusion en los programas de rotacion de los grupos
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quimicos (Sandoval-Rincén et al., 2010). Al respecto, Cortez et al. (2010) sugieren que las
aplicaciones de productos quimicos se realicen previo a los picos maximos poblacionales
de la plaga durante el afio, con el fin de mantener bajas las poblaciones y evitar dafos

directos a los huertos.

En Brasil, los insecticidas mas usados son: el temik y otros carbamatos, el
imidacloprid, organofosforados como el dimetoato, etion, y malation, la abamectina, asi
como varios piretroides, los cuales han ejercido un buen control del vector (Cobelo, 2005).
Asimismo, Yamamoto y Miranda (2009) reportan el 90 % de mortalidad en adultos y ninfas
al aplicar tiamethoxam, imidacloprid, lamda-cialotrina, deltametrina, fempropatrina,

metidation, dimetoato, etidén, abamectina, tiamet y etofenproxi en huertos de naranja.

En México, el control de D. citri se lleva a cabo mediante la aplicacion de productos
como abamectina, acefate, aceite mineral, bifentrina, clorpirifos, dimetoato, dinotefuran,
endosulfan, fenpropatrin, fosmet, imidacloprid, imidacloprid + betaciflutrina, imidacloprid
+ ciflutrina, malation, metamidafos, monocrotofés, ometoato, oxamil, spinetoram,
spinotetramat, sulfoxaflor, thiacloprid, thiametoxam, thiametoxam + lambda cihalotrina, y
acidos tricarboxilos, entre otros (Villanueva-Jiménez et al., 2011; Cortez et al., 2012;
Quifiones, 2012; Ruiz-Galvéan et al., 2015).

Los aceites derivados de petroleo han resultado efectivos en el control de estados
inmaduros del vector en condiciones de campo. Los huevos y ninfas del PAC confinados en
los brotes presentan mortalidad superior a 70 % cuando se exponen a la aplicacion de
aceites; no obstante que los tres primeros instares son mas susceptibles, mientras que los
huevos son mas tolerantes (Rae et al., 1997). Del mismo modo, los aceites minerales
comerciales Rocio Spray y Sigatoka, tienen efecto toxico contra adultos huevos y ninfas de
D. citri a 0.5 %, a las 24 y 48 h después de la aplicacion de los productos (Cabrera-Cabrera
et al., 2010).

1.4.3 Control biologico

El control bioldgico es una opcion bio-racional para regular las poblaciones de

insectos plaga; sin embargo, aun cuando se tienen resultados alentadores con el uso de



enemigos naturales en algunas zonas, su efectividad es limitada debido a que la aplicacion
de insecticidas quimicos ha eliminado también a la fauna benéfica (Rae et al., 1997). Se han
descrito varias especies de hongos entomopatdgenos que infectan a D. citri en todo el
mundo, de los que destacan Isaria fumosorosea Wize (Subandiyah et al., 2000), Hirsutella
citriformis Speare (Rivero-Aragon y Grillo-Ravelo, 2000), Lecanicillium lecanii Zimm.,
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. (Rivero-Aragon y Grillo-Ravelo, 2000; Yang et al.,
2006), Acrostalagmus aphidum Oudem, Paecilomyces javanicus (Friederichs y Bally)
Brown y Smith (Yang et al., 2006), y Capnodium citri Berk. y Desm. (Aubert, 1987). Entre
los enemigos naturales sobresalen los aracnidos (Araneae), crisépidos (Neuroptera:
Chrysopidae, Hemerobiidae), sirfidos (Diptera: Syrphidae) y coccinélidos (Coleoptera:
Coccinellidae). En este ultimo grupo destaca Harmonia axyridis Pallas, Olla v-nigrum
Mulsant, Exochomus children Mulsant, Cycloneda sanguinea L., y Curinus coeruleus
Mulsant, como los depredadores més eficaces (Michaud, 2002; Hall et al., 2012). Por otra
parte, los parasitoides también ejercen una funcién primordial en la regulacién de las
poblaciones del PAC, entre las especies mas efectivas esta Tamarixia radiata Waterson
(Hymenoptera: Eulophidae) y Diaphorencyrtus aligarhensis Shafee Alam y Agarwal

(Hymenoptera: Encyrtedae) (Vaccaro y Bouvet, 2006).

Tamarixia radiata es uno de los enemigos naturales mas estudiados desde el punto
de vista del control bioldgico clésico de D. citri. Se caracteriza por desarrollarse como un
ectoparasitoide idiobionte de ninfas del PAC (Chen y Stansly, 2014). El parasitoide
presenta ventajas importantes como el elevado nivel de parasitismo, la alta capacidad de
busqueda y la capacidad para alimentarse de los primeros instares ninfales (Skelley y Hoy,
2004). Las hembras parasitan del tercer al quinto instar, aunque muestran preferencia por
las ninfas de Gltimo instar. EI tiempo de desarrollo varia desde 17 d a una temperatura de 20
°C, hasta solamente 8 d a 30 °C, por lo que la longevidad del adulto se ve afectada con el
incremento de la temperatura, es decir, de 37 d a 20 °C y de 8 d a 35 °C. La alimentacion
con miel de abeja mejora la fecundidad e incrementa la longevidad, en comparacion con los
individuos alimentados s6lo con agua (Fauvergue y Quilici, 1991; Aleman et al., 2007).

Existen estudios que indican que un adulto de T. radiata llega a matar hasta 500 ninfas a



través de la alimentacion y el parasitismo; sin embargo, la mayoria de éstas son por la
alimentacion (Chien et al., 1991; Hall et al., 2012).

El control del D. citri en condiciones de campo ha demostrado la efectividad de T.
radiata. En Malasia, se reporta una tasa de parasitismo de 28 - 36 % % en ninfas de 4y 5
instar (Lim et al., 1990; Osman y Quilici, 1991); mientras que en Florida y regiones
colindantes llega a ser de 20 a 56 %; estas tasas de parasitismo son bajas en comparacion
con las reportadas en los programas de control biolégico en Isla de la Reunién, Guadalupe y
Puerto Rico, donde se obtuvo un parasitismo superior a 70 % (Hall et al., 2008b; Qureshi et
al., 2009). Después de tres afios de evaluacion, Gonzélez et al. (2002) presentan una
efectividad de T. radiata de 30.7 a 97.3 % en ninfas de segundo al cuarto instar de D. citri.
Por su parte, Caceres y Aguirre (2005) obtuvieron 90.9 a 100 % de parasitismo sobre ninfas
de tercer, cuarto y quinto instar, durante los meses de enero y mayo, con respecto al 20 %

alcanzado en febrero y abril.

La presencia de T. radiata, en México, se report6 en agosto de 2003 en el estado de
Tamaulipas, en huertos de lima mexicana (Coronado et al., 2003; Ruiz et al., 2004).
Posteriormente, en el afio 2009, se registrd su presencia en Colima, Michoacan, Nuevo
Ledn, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas (Gonzalez-Hernandez et al., 2009). La habilidad de T.
radiata para adaptarse a diferentes condiciones ambientales ha sido un factor fundamental
para su dispersion por todas las regiones citricolas del pais (Pefia-Carrillo et al., 2014;
Yefremova et al., 2014). En Colima, se registré 76 % de parasitismo en todas las areas
donde se realizaron liberaciones, en comparacion con las zonas donde se omitid esta

préactica (Sanchez-Gonzélez et al., 2012).
1.4.4 Control con extractos vegetales

Debido al surgimiento de la resistencia de D. citri a diferentes insecticidas (Tiwari et
al., 2011; 2012; Garcia, 2013), se planteo el desarrollo de esquemas de manejo integrado.
El enfoque se dio a tratar de evitar que el PAC adquiera la bacteria 0 que una vez
adquirida, lo inocule a plantas sanas (Bloch y Wool, 1994). En este contexto, las estrategias
deben basarse en acciones de interferencia, distraccion, repelencia y supresion, como en
otras especies vectoras (Ortega, 2008).
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Las sustancias vegetales y sus derivados se han utilizado desde épocas antiguas
como método de control alternativo y empirico para el manejo de insectos plaga. Una de
estas alternativas es el empleo de aceites esenciales. Los aceites esenciales de plantas se
definen como cualquier aceite volatil de una planta que tiene componentes aromaticos
fuertes, desprendiendo distintos sabores y aromas. Los aceites se encuentran en pelos
glandulares o en cavidades secretoras de la pared celular vegetal y estan presentes en forma
liquida en las hojas, tallos, corteza, flores, raices y frutos de diferentes plantas (Koul et al.,
2008).

Dentro de las plantas con propiedades repelentes contra D. citri se encuentra la
guayaba Psidium guajava L. (Myrtaceae). En Vietnam se descubrié que intercalar
plantaciones de guayaba en huertos de citricos reduce la poblacién del PAC (Hall et al.,
2008a; Zaka et al., 2010). Al respecto, Zaka y Zeng (2008) encontraron repelencia del 67 %
en adultos del PAC, al aplicar 5 g del extracto acuoso de brotes de hoja; efecto que se
incrementa a 87.7 % al aumentar la dosis a 15 g (Rouseff et al., 2008). Asimismo, Allium
(Liliaceae) es otro género reportado con actividad repelente y tdxica contra el PAC, que
inhibe la respuesta de atraccion hacia las plantas hospederas, principalmente con Allium
tuberosum Rottl. y A. canadense L (Mann et al., 2011). Orozco et al. (2013) encontraron
que los aceites de pifion tropical (Jatropha curcas, L.), ajo (Allium sativum L.), cebolla
(Allium cepa L.) y guanabana (Annona muricata L.) redujeron la poblacién de ninfas de D.
citri 2 d después de la aplicacion en 76, 66, 57 y 29 %, respectivamente. En otro estudio, en
el que se evaluaron aplicaciones de varios aceites como el de ajo, cilantro, lavanda, rosa y
tomillo contra adultos del psilido, se reportan valores de CLso de 0.17, 0.25, 0.16, 245y
17.26 pg/insecto, respectivamente (Mann et al., 2012).

Cézares et al. (2014), al evaluar extractos crudos etandlicos de nim Azadirachta
indica Juss (Meliaceae), orégano Lippia graveolens Kunth (Verbenaceae), guayaba (P.
guajava), mandarina cleopatra (Citrus Reshni Hort. Ex Tanaka) y ajo (A. sativum), y aceite
de orégano contra adultos de D. citri, encontraron 84.37 y 87.50 % de repelencia con el
extracto de ajo a 50 ppm a las 24 y 48 h después de la aplicacion, y 70.31 % de mortalidad

con el aceite de orégano al 4 %.
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Los extractos y aceites solos 0 en combinacion de A. indica, Pongamia pinnata (L.)
Pierre (Fabaceae), Madhuca longifolia (Koenig) J. F. Macb (Sapotaceae), Ricinus
communis L. (Euphorbiaceae), Cymbopogan nardus (L.) Rendle (Poaceae) y Alpinia
galanga (L.) Willd (Zingiberaceae), tienen un efecto positivo para el control de insectos
plaga de citricos (Katole et al., 1993). Sin embrago, existe evidencia que los extractos de
semilla o productos boténicos a base de A. indica son los mas usados para reducir la
poblacién de D. citri (Khan et al., 2012). Al respecto, Khan et al. (2012) reportan
mortalidad de 80 % en adultos de D. citri al aplicar aceites de semillas de nim a 10 mg mL"
!y de 68 % con extractos de semilla al 3 %; no obstante, la mortalidad disminuy6 a los 5 d
después de la aplicacion tanto en aceites como en extractos. Asimismo, encontraron 100 y
80 % de mortalidad en larvas de segundo instar de Chrysoperla carnea Stephens

(Neuroptera: Chrysopidae) en las dosis evaluadas, respectivamente.

El macerado de guayaba (P. guajava), toloache Datura stramonium L. (Solanaceae)
y aceite de paraiso Melia azedarach L. (Meliaceae), en proporcion de 60:30:10, ocasiona
mortalidad de 82.7 a 95 % en ninfas, mientras que en adultos produce 98 % (Diaz, 2009).
El efecto de los extractos de guayaba y toloache sobre D. citri fue confirmado por
Sandoval-Reyes et al. (2013) al aplicar extractos etandlicos foliares de dichas plantas. Ellos
reportan 87 y 86 % de mortalidad en adulto, y 72 % en ninfas en condiciones de campo. En
tanto con la aplicacion de una mezcla de extractos etanolicos foliares de guayaba-toloache-
aceite de paraiso en dilucién 60:25:15, respectivamente, esos autores indujeron una

mortalidad de 100 y 98 % sobre ninfas y adultos, respectivamente.
1.4.4.1 Foeniculum vulgare

El hinojo Foeniculum vulgare Mill., es una planta anual, bianual o perenne
dependiendo de la variedad, pertenece a la familia Apiaceae; es nativa del sureste de Europa
y de la region del Mediterraneo (Fig. 1.2). Hoy en dia es una planta ampliamente cultivada
en regiones templadas y tropicales del mundo (Barros et al., 2010). El hinojo como otras
plantas medicinales se introdujo a México como cultivo en huertos familiares o a menudo
en forma libre a lo largo de los caminos y arroyos de la Sierra Madre. La infusién se utiliza

para dolores estomacales por sus efectos antiespasmaédicos y carminativos. Ademas,
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promueve la peristalsis intestinal, es un expectorante y de accién diurética (Gonzalez-
Ferrara, 1998). También se recomienda para curar diversas enfermedades respiratorias
(Andrade-Cetto, 2009), o como agente aromatizante en productos como licores, pan, pastas

y quesos, 0 como componente en productos cosméticos o farmacéuticos (Telci et al., 2009).

Figura 1.2 Planta de hinojo Foeniculum vulgare Apiaceae (Foto: Ortega Arenas L.)

Existen diversos estudios sobre la composicion quimica del aceite esencial del
hinojo de diferentes lugares del mundo (Napoli et al., 2010). En todos ellos se ha
encontrado que los principales constituyentes son el trans-anetol y la fenchona (Akgul y
Bayrak, 1988; Zoubiri et al., 2014) (Cuadro 1.1). Al respecto, Mimica-Dukic et al. (2003) y
Diaz-Maroto et al. (2005) encontraron que el trans-anetol fue el componente predominante
(70.1 %) en el aceite esencial. Sin embargo, el trans-anisol, estragol, fenchona y 1-octen-3-
ol, fueron los compuestos de olor mas intenso presentes en el fruto de la planta. Asimismo,
Moghtader (2013) encontrd que los compuestos mayoritarios en el aceite de semillas fueron
el trans-anetol (49.6 %), acetato de fenchilo (14.2 %), estragol (8.6 %), fenchona (6.3 %) y
el limoneno (4.2 %); mientras que en aceite de flores los componentes mayoritarios fueron
trans-anetol (55.6 %), fenchil acetato (11.5 %), estragol (6.8 %), fenchona (4.4 %) y

limoneno (3.1 %).

Se conoce el efecto bioldgico del hinojo sobre bacterias (Kwon et al., 2002; Araque
et al., 2007), hongos (Kwon et al. 2002, Singh et al., 2006), acaros (Lee, 2004) e insectos
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(Mimica-Duki¢ et al., 2003; Cheng et al., 2004; Zoubiri et al., 2014). Con respecto a su
actividad insecticida, Kim y Ahn (2001) encontraron una mortalidad mayor a 90 % en
Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae) a una dosis de 0.168 mg cm?
Callosobruchus chinensis L. (Coleoptera: Bruchidae) a 0.021 mg cm? y Lasioderma
serricorne F. (Coleoptera: Anobiidae) a 0.105 mg cm, después de 2 d de aplicar diferentes
concentraciones del aceite de hinojo. También, existe evidencia de los extractos y aceites de
esta planta con propiedades larvicidas; al respecto, Sedaghat et al. (2011) descubrieron que
el aceite de F. vulgare tiene un efecto positivo en la mortalidad de Anopheles stephensi
Liston. (Diptera: Culicidae), vector de la malaria, con valores de CLso de 20.10 y CLgo de
44.51 ppm. Los extractos de hoja, flores y raices son tdxicos a larvas de cuarto instar del
mosquito Culex pipiens molestus Forskal (Diptera: Culicidae) (Traboulsi et al., 2005).
Recientemente, Zoubiri et al. (2014) encontraron mortalidad de 50 % en larvas de segundo
instar de C. pipiens L. al aplicar una concentracién de 40 mg/L, y de 90 % en larvas de
cuarto instar con 60 mg/L y finalmente, mortalidad total de pupas al aplicar una

concentracion de 250 mg/L.

Cuadro 1.1 Composicion quimica (%) del aceite esencial de Foeniculum vulgare.

Compuesto Zoubiri et Akgul y Telciet  Damjanovic Singhetal. Fanget
(%) al. (2014) Bayrak (1988) al. (2009) et al. (2005) (2006) al. (2006)

a-thujene - - - 0.05 - -

a-pineno 1.22 3.18 0.12 2.81 0.20 0.42
canfeno 0.19 0.93 - 0.34 - -

sabinena - - - 0.56 - -

B-pineno - 1.17 0.05 - 0.20 0.08
B-felandreno 0.28 - 0.01 - - 0.26
B-mirceno 0.69 1.32 0.18 1.68 0.10 0.01
a-felandreno 0.13 1.15 - 0.73 - 0.33
p-cimeno - 1.78 - 0.28 3.10 -

limoneno 6.37 2.87 2.96 3.15 3.10 6.29
1,8-cineol - - - 1.20 0.10 0.53
y-terpineno - 0.89 - 1.05 2.10 2.35
fenchona 12.93 13.85 1.19 20.30 8.60 3.28
linalool - - - - 1.20 -

camphor 0.21 - - - 0.30 0.09
estragol 341 4.96 5.16 4.90 4.70 5.95
fenquilo 0.14 - 0.13 - 0.20 0.11



acetato

trans-anetol 72.86 64.71 87.85 62.00 70.10 73.20
germacreno D - - - 0.18 - -
anisketona - 1.12 - - - -
apiol 0.05 - - - - -

Fuente: Zoubiri et al. (2014).
1.4.4.2 Rosmarinus officinalis

El romero o Rosmarinus officinalis L., es una planta herbacea, anual o perenne,
arbustiva, aromatica, perteneciente a la familia de las labiadas (Labiateae), de 20 cmal m
de alto; ramas ascendentes o divergentes; su tallo generalmente es cuadrangular; las hojas
son lineares, cilindricas, de 0.7 a 2.5 cm de largo y sin estipulas; las flores se presentan de 1
a 4 en cada axila, agrupadas en espicastros, pseudo racimos o cabezuelas paniculadas, con
el perianto hendido hasta la mitad, y los l6bulos obtusos o agudos; las flores son
hermafroditas, zigomorfas y sésiles; el céliz estd persistente, 5-dentado; la corola es
simpétala, tubular con 4 o 5 I6bulos, el limbo bilabiado; cuenta con cuatro estambres,
didinamos, con o sin estaminodios; el disco nectarifero estd presente, con ovario supero,
bicarpelar, tetralocular, y 6vulos anatropos; el fruto estd formado por cuatro mericarpios
lisos o reticulados, persistentes dentro del caliz; y la semilla es de 1 mm de didmetro y de
color negro (Fig. 1.3). El origen de esta planta es mediterranea y fue introducida por los
espafioles en México, actualmente se encuentra distribuida al norte y centro de México, a
2250 m de altitud; se localiza principalmente en terrenos salobres, a veces como arvense 0
incluso puede ser cultivada por ser comestible (Calderon y Rzendowski, 2001). EI romero
se conoce y ha sido utilizada desde la época antigua como condimento y con fines
medicinales, donde destaca su uso como diurético, antiinflamatorio, antiulcerogénico,
digestivo, antiespasmadico, antioxidante, entre otras. Se asegura que los arabes lo creian
capaz de repeler las plagas, formando parte de sus jardines. El arbusto puede llegar a medir
de 50 a 150 cm de altura; es perenne, frondoso y muy ramificado (LOpez, 2008). Los
principios activos se encuentran en las hojas y, ocasionalmente, en la flor. La composicién
quimica del aceite esencial de esta planta esta constituida por monoterpenos como 1,8-
cineol, a-pineno, alcanfor, a-terpineol, canfeno, borneol, acetato de bornilo, limoneno,

linalol, mirceno y verbenona. También contiene sesquiterpenos como el B-cariofileno
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(Cuadro 1.2). Sin embargo, la composicion del aceite esencial de romero puede variar en
funcion de la parte de la planta recolectada, el grado de desarrollo o la procedencia, entre

otros (Lépez, 2008; Zoubiri y Baaliouamer, 2011).

Figura 1.3 Planta de romero Rosmarinus officinalis (Labiateae).

Las hojas también contienen compuestos amargos, como diterpenos (picrosalvina,
carnosol, isorosmanol, rosmadial, rosmaridifenol, rosmariquinona) y triterpenos (&cidos
oleandlico y ursdlico, y 3-acetil-ésteres), incluso flavonoides (cirsimarina, diosmina,
hesperidina, homoplantiginina, fegopolina, nepetina y nepitrina) y polifenoles como el
acido rosmarinico, acido clorogénico, acido cafeico y acidos fendlicos derivados del acido

cindmico (Zoubiri y Baaliouamer, 2011).

Actualmente, existe evidencia del efecto del romero contra bacterias (Oluwatuyi et
al., 1994; Rozman y Jersek, 2009), hongos (Genena et al., 2008; Ozcan y Chalchat, 2008;
Pozzatti et al., 2008), nematodos (Oka et al., 2000), &caros (Romeu et al., 2007) e insectos
(Papachristos y Stampoulos, 2002; Zoubiri y Baaliouamer, 2011). En afios recientes este
aceite se comercializa como un producto para el manejo de plagas (Isman, 2006; 2008). El
aceite esencial de romero actia como un repelente de insectos (Hori, 1998; Amer et al.,
2001; JiSen y ErrLieh, 2005), toxico (Padin et al., 2000; Amer et al., 2001; Papachristos y
Stamopoulos, 2002; Isman et al., 2008) y como inhibidor de la oviposicién y alimentacién
de insectos (Dover, 1985).
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Cuadro 1.2 Composicion quimica (%) del aceite de la parte aérea de Rosmarinus

officinalis
Componente (%0) Zoubiriy Okoh et al. Napoli et al. Gachkar et
Baaliouamer (2011) (2010) (2010) al. (2007)
a-pineno 12.59 11.47 14.50 14.90
canfeno 4.30 5.70 3.80 3.33
B-pineno 2.16 1.12 2.50 -
mirceno 1.18 1.25 1.60 2.07
eucalipto 13.46 11.91 50.90 7.43
linalool 3.10 2.02 0.60 14.90
alcanfor 11.75 16.57 12.10 4.97
borneol 9.41 5.74 3.60 3.68
terpinen-4-ol 0.99 1.42 1.00 1.70
a-terpineol 1.32 - 4.10 0.83
verbenona 8.29 17.43 - 1.94
bornyl acetato 4.24 9.19 0.40 3.08
B-cariofileno 2.83 - 0.90 2.68
monoterpenos 23.42 19.54 22.40 20.30
hidrogenados
sesquiterpenos 2.83 - 0.90 3.94
hidrgrnados
monoterpenos 56.40 64.28 72.70 38.53
oxigenados

Fuente: Zoubiri y Baaliouamer (2011)

La actividad insecticida del aceite esencial de romero fue reportada por Shaaya et al.
(1997) y Lee et al. (2002) contra plagas de granos almacenados como S. oryzae Yy
Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae). Asimismo, Saeidi Yy
Moharramipour (2013) reportan una Clso de 22.14 pl L contra Tribolium confusum
(Coleoptera: Tenebrionidae) a 24 h de exposicion; no obstante, el aceite carece de actividad
repelente en este insecto. También, se ha encontrado efecto positivo en la mortalidad del
gorgojo del trigo Sitophilus granarius (Coleoptera: Curculionidae) a 24 h de exposicion a
una dosis de 500 pl L; sin embargo, se logra mortalidad total a las 120 h en dosis de 50 y

500 pl Lt para este insecto (Zoubiri y Baaliouamer, 2011).

En otro estudio realizado con la chinche de encaje, Corythucha ciliata Say

(Hemiptera: Tingidae) la mortalidad fue de 83.6 % en ninfas y 81.7 % en adultos a una
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concentracion de 1 % (Rojht et al., 2009). Moawad y Ebadah (2007) al aplicar aceite de
romero en concentraciones de 0.02, 0.03 y 0.05 % en forma directa contra huevos del
minador grande de la hoja de tomate Phthorimaea operculella Zeller (Lepidoptera:
Gelechiidae) encontraron un efecto ovicida de 58, 36 y 31 %, respectivamente. De igual
manera, Ramirez et al. (2010) obtuvieron una tasa de eclosién de 42 % de la polilla
guatemalteca de la papa Tecia solanivora Povolny (Lepidoptera: Gelechiidae), al aplicar el
aceite de esta planta en una solucion del 0.5 % sobre la superficie del suelo en condiciones
de humedad. En un estudio realizado con Callosobruhus maculatus F. (Coleoptera:
Bruchidae), se encontrd que el aceite de R. officinalis tiene un efecto significativo en los
pardmetros bioldgicos de este insecto, tales como la longevidad (1 a 7 d), fecundidad (10 a
48 huevos) vy la fertilidad (66 a 85 %); la CLso y Clgg fueron 6.33 y 11.24 ul L™ para
machos y 6.80 y 15.74 ul L™ para hembras (Douiri et al., 2014).

1.4.4.3 Schinus molle

Schinus molle L., también conocido como arbol del Pird o pirul, pertenece a la
familia Anacardiaceae; es una especie Americana nativa de la zona andina en Sudamerica y
del Per( (Heywood, 1993). Es un arbol ampliamente distribuido en el Valle de México en
altitudes de 2,250 a 2,800 m, asociado a matorrales xerofilos, pastizales, vegetacion
secundaria y cultivado en jardines, a orillas de calles, carreteras e introducido en varias
partes del mundo (Calderon y Rzedowski, 2001). De acuerdo con la descripcion de
Calderén y Rzedowski (2001) es un arbol perenne, llega a medir hasta 15 m de altura, muy
ramificado, con ramillas y brotes glabrescentes, hojas imparipinnadas de 15 a 41 foliolos
lanceolados, bracteas deltoideas, con los pelos caducos, y pedicelos de 2 mm de largo; sus
flores son unisexules; los pétalos glabros son de color verde-amarillento en las flores
masculinas y verde-blanquecinos en las femeninas, truncados, de 2 mm de largo; los 10
estambres estan dispuestos en dos verticilos; el fruto es en forma de drupa, de tamafio
pequefio de 5 mm de didmetro, carnoso durante su desarrollo, seco en la madurez y de color

rojo, que contiene una semilla (Fig. 1.4).

Las propiedades aromatizantes del pird son cominmente usadas en la industria de

los colorantes, combustibles, condimentos, cosmeticos, curtiente, en material forrajero,
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melifero, medicinal e insecticida (Vibrans, 2009a). En los Gltimos afios, se han realizado
diversos estudios de las propiedades medicinales de esta planta, se ha revisado su
efectividad como agente antibacterial, antiviral, antiseptico, diurético, antitumoral,
analgesico, anti-inflamatorio y antidepresivo, entre otros (Yueqin et al., 2003; Machado et
al., 2007). Las hojas de S. molle contienen taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas
esferoidales, esteroles, terpenos, gomas, resinas y aceites esenciales, estos ultimos incluyen
20 0 mas compuestos (Wimalaratne et al., 1996). Estos ingredientes activos tienen efecto
contra bacterias (Martins et al., 2014), hongos (Badawy y Abdelgaleil, 2014; Martins et al.,
2014), protozoarios (Molina-Garza et al., 2014), acaros (Ruffinengo et al., 2005) e insectos
(Wimalaratne et al., 1996; Chirino et al., 2001; Ferrero et al., 2006; 2007; Descamps et al.,
2008). El efecto repelente e insecticida del aceite de hojas y frutos de S. molle se asocia
principalmente a los compuestos cis-menth-2-en-1-ol y trans-piperitol (Wimalaratne et al.,
1996).

Figura 1.4 Arbol de Pird Schinus molle (Anacardiaceae)

El pirul tiene propiedades insecticidas; diferentes extractos y aceites de hojas y
frutos tienen efecto repelente en larvas de Cydia pomonella L. (Lepidoptera: Tortricidae)
(Chirino et al., 2001), ovicida y repelente en ninfas de Triatoma infestans Klug (Hemiptera:
Reduviidae) (Ferrero et al., 2006), y provocan mortalidad y repelencia de adultos de

Blatella germanica L. (Orthoptera: Blattidae) (Ferrero et al., 2007), T. castaneum
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(Descamps et al., 2008; Abdel-Sattar et al., 2010) y Trogoderma granarium Everts
(Coleoptera: Dermestidae) (Abdel-Sattar et al., 2010). Asimismo, Wimalaratne et al. (1996)
reportan actividad repelente del aceite de hojas de esta planta en adultos de mosca comun,
Musca domestica L. (Diptera: Muscidae), y Lopez et al. (2014) encontraron 96 % de
mortalidad de adultos de la mosca del cuerno, Haemotobia irritans L. (Diptera: Muscidae)

48 h después de aplicar aceite esencial a 30 mg mL™.

Huerta et al. (2010) reportan que el extracto etandlico de hoja madura del pirdl a
concentraciones de 4.3 y 4.7 %, caus6 mortalidad superior a 97 % en adultos del escarabajo
de la hoja del olmo, Xanthogaleruca luteola Miiller (Coleoptera: Chrysomelidae) a 48 h
post-aplicacion, obteniendo una CLsp de 1.88 %; asimismo, los autores reportan una
inhibicion de la alimentacion de 100 % con extractos acuosos. En otro de sus experimentos,
esta vez con extractos etanolicos y acuosos de hojas jovenes y maduras de S. molle
aplicados contra larvas de tercer instar de X. luteola, reportan una mortalidad de 92 y 72 %,
respectivamente, con hojas jovenes, asi como de 84 y 68 % con extractos de hojas maduras,

a una concentracion de 4.3 %.
1.4.4.4 Género Tagetes

El género Tagetes pertenece a la familia Asteraceae, cuenta con 56 especies a las
que se les conoce como “marigolds” (Neher, 1968; Soule, 1996), distribuidas desde el
suroeste de EUA hasta Argentina (Soule, 1996; Calderén y Rzedowski, 2001). Son plantas
herbaceas anuales o perennes, que al estrujarse sueltan sus aromas; las hojas son
compuestas, pinnatipartidas o pinnadas, algunas veces simples; las cabezuelas son solitarias
0 cimoso-corimbosas, con involucro cilindrico, fusiforme, sus bracteas son de tamafio
subigual, unidas entre si hasta cerca del apice y provistas de dos hileras de glandulas
oleiferas traslicidas; las flores son liguladas, fértiles, sus corolas son amarillas, anaranjadas,
rojizas o blancas; las flores del disco son hermafroditas, sus corolas son amarillas o
naranjadas, las anteras con las bases obtusas, las ramas del estilo de las flores hermafroditas
son truncadas y peniciladas en el apice, o con apices conicos cortos; los aquenios lineares o
claviformes, cuentan con vilano de 3 a 10 escamas desiguales, a veces unidas entre si

(Calderon y Rzedowski, 2001). México se considera un importante centro de diversidad de
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este genero, ya que estd representado por 32 especies, de las cuales destacan Tagetes
arenicola, T. coronopifolia, T. elongata, T. epapposa, T. erecta, T. filifolia, T. foetidissima,
T. hartwegii, T. jaliscensis, T. lacera, T. lemmonii, T. linifolia, T. lucida, T. lunulata, T.
micrantha, T. minuta, T. moorei, T. mulleri, T. nelsonii, T. oaxacana, T. palmeri, T. parryi,
T. patula, T. persicaefolius, T. pringlei, T. remaotiflora, T. subulata, T. stenophylla, T.
subvillosa, T. tenuifolia, T. terniflora, y T. triradiata (Turner, 1996; Villarreal, 2003;
Serrato, 2010).

Tagetes coronopifolia Willd., es conocida también como sonajilla, se distribuye
principalmente en &reas montafiosas del Eje Neovolcanico Transversal de la Republica
Mexicana y el Estado de Coahuila (Turner, 1996), en zonas de clima templado-frio y en
altitudes de 2,300 a 2,600 m (Turner, 1996; Villarreal, 2003). Es una planta herbacea anual,
erecta, de hasta 50 cm de alto, muy aromatica al estrujarse (Villarreal, 2003); los tallos son
ramificados y estriados; sus hojas llegan a medir hasta 4 cm de largo, pinnadamente
divididas en segmentos filiformes a lineares, con foliolos muy delgados; los capitulos
florales o cabezuelas estan sobre pedinculos de 1 a 3 cm de largo; el disco floral es de 6-12,
las corolas son amarillas, anaranjadas o verdosas, de 3-4 mm, agudas; su fruto es un
aquenio (Fig. 1.5) (Calderén y Rzedowski, 2001). En medicina tradicional se usa en casos
de tos y dolor de pecho (Vibrans, 2009b), pero carece practicamente de informacion

etnobotanica.

La composicion quimica del genero Tagetes es diversa entre las especies; su
variabilidad y complejidad quimica estdn genéticamente determinadas y estrechamente
relacionadas entre las especies del grupo (Marotti et al., 2004). En las cabezuelas florales de
T. coronopifolia se han identificado seis flavonoides (Abdala et al., 1999), y su aceite
esencial principalmente contiene 11 % de citral (3,7-dimethyl-2, 6-octadienal) (Pérez-
Amador et al., 1994). Diaz-Cedillo et al. (2013) encontraron diversos compuestos quimicos
en el aceite de esta planta, los cuales destacaron por su abundancia relativa (con mas del 25
%) en raiz, 2, 7, 7-trimetilbiciclo[3.1.1] heptan-2-ol (100 %) y (1S, 2R, 5S) -4, 6,6-
trimetilbiciclo[3.1.1] hept-3-en-2-ol (verbenol) (38 %); en tallo-hoja, (1S) -6,6-dimetil-2-
metilen-biciclo[3.1.1] heptan-3-ona (100 %), (1R)-cis-4,6,6-trimetilbiciclo-[3.1.1] hept-3-
en-2-ona (verbenona) (71 %), 2-oxo-decanoato de metilo (54 %) y 2,7,7-
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trimetilbiciclo[3.1.1] hept-2-en-6-ona (crisantenona) (41 %); en cabezuela, (1S)-6,6-
dimetil-2-metilen-biciclo[3.1.1] heptan-3-ona (100 %) y verbenona (73 %) (Cuadro 1.3).
Con respecto a su actividad biologica, existen reportes del efecto del aceite de esta planta
sobre la inhibicién de crecimiento del hongo Sclerotium rolfsii Sacc. (Barajas et al., 2011).
Asimismo, Barajas (2009) reporta el 38 y 34 % de mortalidad de larvas de Capitarsia
decolora Guenée (Lepidoptera: Noctuidae) al aplicar aceite esencial de T. coronopifolia a
0.01 y 0.1 %, respectivamente, incorporados en la dieta. De igual manera encontrd
disminucion en el peso de larvas, y duracion de la etapa larval, la fecundidad y fertilidad de

adultos de C. decolora.

Figura 1.5 Planta de sonajilla Tagetes coronopifolia Asteraceae (Foto: Serrato Cruz M.).

Tagetes lemmonii Gray, comunmente conocida como rudilla, es nativa de
Centroamérica (México, Honduras y Guatemala) y Sudamérica. Es una planta aromatica
distribuida de manera natural desde el norte de México hasta el Salvador y Honduras; crece
sobre suelos rocosos, por lo comun en los lados sombreados de las colinas asociado con
bosques de encino, a una altitud de 1,250 a 2,500 m. Se distribuye principalmente en
Sonora, el oeste de Durango y Chihuahua, y norte de Sinaloa; también se le encuentra en la
parte sur de California y Nuevo México en EUA. Es una planta perenne, herbacea erecta
pulberulenta o glabra, perenne, de 1 a 1.5 m de altura; las hojas son opuestas, pinnadas con

3 a 7 (5) divisiones, linear-lanceoladas a elipticas, los margenes son serrulados y
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glandulosos debajo de cada serracion; la cabezuela radiada esta conformada de 3 a 50 cimas
terminales con hojas pequefias, la mayoria de los pedunculos son de 2 a 4 cm de largo; los
involucros estan turbinado-elipticos, de 8 a 11 mm de alto, de 4 a 8 mm de grueso; las
glandulas se presentan en lineas, con flores radiales 5 a 8, amarillas, y las ligulas de 10 a 15
mm de largo; las flores del disco son 30 a 60, de color amarillo; los aquenios tienen 4.5 a
6.0 mm de largo, el vilano es de 3 a 7 cortos, a menudo purpura, con escamas, de 1 a 5 mm

de largo, con las mas corta obtusas y las mas largas subuladas (Fig. 1.6) (Turner, 1996).

Figura 1.6 Planta de rudilla Tagetes lemmonii (Asteraceae).

Dentro la composicion quimica del aceite de T. lemmonii esta presente la
dihidrotagetona (42.5 + 11.2 %), (E) tagetona (16.1 = 18.2 %) y (E) ocimenona (14 + 3.3
%), como compuestos mayoritarios en una poblacion de Delaware, EUA (Tucker y
Marciarello, 1996). Asimismo, Verdeguer (2011) encontrd la presencia de cis- mirceno
(0.35 %), o-felandreno (0.35 %), ocimeno (3.54 %), cis-tagetona (14.38 %), trans-
ocimenona (15 %) y dihidro-tagetona (61 %); los tres primeros son monoterpenos
hidrocarbonados (4.24 % de la muestra analizada), y el resto, junto con otros compuestos
menores son monoterpenos oxigenados que representan 92.75 % del aceite de una
poblacion de plantas cultivadas en Espafia (Cuadro 1.3). Aunque la composicién del aceite
de esta planta ya se conoce, no existe evidencia cientifica sobre la actividad biolégica del

aceite esencial en microorganismos, acaros e insectos (Serrato et al., 2007). Sin embargo,
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Verdeguer (2011) determind la actividad herbicida del aceite en cultivos in vitro sobre las
arvenses Portulaca oleracea L. (Portulacaceae) y Conyza canadensis (L.) Crong.

(Asteraceae), controlando tanto su germinacion como su crecimiento.

Tagetes lucida Cav., también conocida como pericon, anisillo o flor de Santa Maria
(Villarreal, 2003), es una planta ruderal presente en areas de montafia y terrenos agricolas,
crece como vegetacion secundaria en bosques de pino, pino-encino Yy tropicales
caducifolios. Es una planta erecta, herbacea perenne, con altura de 30 cm hasta 1 m; sus
hojas son compuestas, simples, sésiles, elipticas a lanceoladas de 4 a 10 cm de largo y 0.5 a
2 cm de ancho, con la base atenuada, el margen serrulado y con abundantes glandulas
diminutas; las cabezuelas estan en corimbos, con un par de bracteas en la base; las flores
son liguladas usualmente 3, con limbo orbicular de 3 a5 mm de largo y 4 a 8 mm de ancho,
con corolas de amarillo claro a amarillo-anaranjado; presenta un olor dulce de aroma
anisado al estrujarse; las anteras verdosas son aquenios lineares a estrechamente
obpiramidales, de 5 a 6 mm de largo, estriados y estrigosos (Fig. 1.7) (Neher, 1968; Turner,
1996; Villarreal, 2003). Prospera en altitudes de 800 a 2,700 m (Turner, 1996; Villarreal,
2003), aungue se ha encontrado en un rango de 1,500 hasta 4,100 m, desde México hasta
Centro América (Neher, 1968).

Figura 1.7 Planta de pericén T. lucida Asteraceae (Foto: Serrato Cruz M.).
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En cuanto a la composicion quimica del aceite esencial se ha registrado la presencia
del estragol como principal componente y otros como el trans-anetol y el metil eugenol
(Ciccio, 2004; Marotti et al., 2004). En Guatemala se reportd la presencia de estragol (33.9
%), anetol (23.4 %) (Bicchi et al., 1997); en Italia el estragol (93.8 %) y el trans-p-
cariofileno (2.1 %) en flores, y estragol (78.2 %) y metil eugenol (3.6 %) en hojas (Marotti
et al., 2004); mientras que en Costa Rica se reporta la presencia de estragol o metil clavicol
(97.1 %), mirceno (1.8 %), (E)-p-ocimeno (0.2 %), linalol (0.2 %), germacreno D (0.2 %)
en aceite esencial de hojas y tallos, estragol (95.4 %), mirceno (1.2 %), (E)-B-ocimeno (0.2
%), linalool (0.2 %) y germacreno D (0.5 %) en aceite de flores (Ciccid, 2004); finalmente,
en Cuba se ha identificado el estragol (96.8 %), mirceno (2.3 %), germacreno D (0.3 %),
(E)-B-ocimeno (0.2 %), linalool (0.1 %) y B- carofileno (0.1 %), (Cuadro 1.3) (Regalado et
al., 2011). Se ha documentado la actividad bioldgica de esta especie para bacterias
(Céspedes et al., 2006; Regalado et al., 2011), hongos (Céspedes et al., 2006; Hernandez et
al., 2006; Barajas et al., 2011), nematodos (Siddiqui y Mashkoor, 1988) e insectos (Nerio et
al., 2009; Villavicencio-Nieto et al., 2010; Olivero-Verbel et al., 2013; Smith et al., 2014).

Nerio et al. (2009) reportan actividad repelente del aceite de T. lucida contra
Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) a dosis de 0.063 (48 £+ 10 %),
0.126 (62 + 9 %), 0.252 (69 + 6 %) y 0.503 uL. cm (79 + 6 %), con una dosis de repelencia
media de 0.065 uL cm. Olivero-Verbel et al. (2013) encontraron efecto repelente contra
adultos de T. castaneum a una concentracion de 5 puL g después de 12 h de exposicion al
aceite de T. lucida. Finalmente, la actividad insecticida del aceite de esta planta la reportan
Smith et al. (2014), quienes consignan mortalidad de larvas de Aedes aegypti L. (Diptera:
Culicidae) de 41, 80 y 100 % a las 24 h, asi como 50, 80 y 100 % a 48 h de exposicion a
concentraciones de 65, 82 y 95 ppm, respectivamente. Asimismo, ellos reportan una CLsg
de 66.27 y 64.86 ppm y una CLgs de 95.13 y 93.92 ppm, a 24 y 48 h de exposicion al aceite,

respectivamente.

Tagetes terniflora Kunth, es un arbusto glabro y erecto de hasta 1.5 m de altura,
anual, facilmente reconocible por su habito robusto, contiene racimos de pequefias

cabezuelas turbinadas y pequefias flores radiales. Parecida en el habito a T. minuta
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cultivada, pero con cabezuela fusiforme, y sobre todo en pedunculos de 3 - 10 mm de largo,
su tallo es angular y frecuentemente muy lefioso; las hojas son opuestas, de 6-18 cm de
largo, impares y pinnadas; las medidas de las hojas maduras van de 9 - 19 ¢cm, son ovalo-
lanceoladas, de 2 - 4 cm de largo, y de 0.5 - 1.0 cm de ancho, las hojas superiores
frecuentemente son confluentes; el margen esté fuertemente cerrado, presenta dientes de 0.5
- 2.0 mm de largo; con glandulas ovaladas, pequefias y dispersas; la cabeza con corimbos
abiertos; la longitud del pedunculo es de 0.2 a 2.5 cm de largo, no alargados hacia adelante;
presenta cinco branquias, dos o tres involucradas en conjunto, frecuentemente tienen dos,
cada branquea con dos hileras de glandulas lineares y una en cada punta del toide; las flores
femeninas son liguladas de 0 a 5, las ligulas son de color crema, orbiculares o truncadas; el
disco floral tiene de 6 a 12 corolas de 3 mm de largo, hispidas, tubo y garganta de igual
longitud, los arquenus son clavados, densamente hirsutos de 6 a 7 mm de longitud (Fig. 1.8)
(Neher, 1968). T. terniflora se distribuye en Pert y Argentina; sin embargo, se encontr6 en

Chiapas, México, quizas como una especie introducida (Turner, 1996).

Figura 1.8 Planta de Tagetes terniflora (Asteraceae).

El aceite esencial de esta planta contiene compuestos quimicos mayores, como
monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanoides (Saavedra et al., 2002; De Feo et al.,
2005; Lopez et al., 2011). En el aceite esencial de T. terniflora de una poblacién de Per( De

Feo et al. (2005) reconocen 65 compuestos, de los cuales tagetona (22.4 %), ocimeno (20.6
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%), ocimenones (15.9 %), (E)-p-ocimeno (12.8 %) y trans-tagetona (10.7 %) se
determinaron como los componentes mayoritarios, seguidos por limoneno (3.9 %),
isomentona (3.1 %), cis-anetol (4.1 %) y trans-anetol (2.1 %). Asimismo, de una poblacion
colectada de San Cristébal Chiapas, México, Serrato et al. (2014) sefialan como
compuestos mayoritarios a E-tagetona (22 %), cis-tagetenona (20.4 %), trans-tagetona (20.4
%), dihidrotagetona (13.4 %), cis-f-ocimeno (10.3 %), trans-B-ocimeno (5 %), propenil
anisol (4.3 %), alil anisol (0.7 %), Z-tagetona (0.5 %) y limoneno (0.5 %) (Cuadro 1.3). No
obstante, la composicion relativa depende principalmente de la estado fenol6gico de la

plantas, asi como de la caracteristica del habitat (Saavedra et al., 2002).

El aceite de T. terniflora tiene amplio espectro contra bacterias (Tereschuk et al.,
2003) e insectos (Stefanazzi et al., 2006; 2011; Gutiérrez et al., 2009; S&nchez y Descamps,
2012). En insectos, Stefanazzi et al. (2006) encontraron actividad repelente del aceite de 60,
93y 93.3% a2hy73.3,86.7y93.3 % a 24 h después de la aplicacion a concentraciones
de 10, 20 y 40 mg mL™, respectivamente, en larvas de T. castaneum de 25 d; mientras que
la repelencia contra adultos a las 24 h fue de 58.2, 90.9, 92.3, 91.9 % a una concentracion
de 0.4, 1, 2, y 4 %, respectivamente. Sin embargo, el aceite no produjo toxicidad en larvas y
adultos de T. castaneum. Asimismo, Stefanazzi et al. (2011) al evaluar la toxicidad del
aceite de T. terniflora en adultos de T. castaneum y S. oryzae mediante dos métodos de
aplicacion (fumigante y contacto) estiman una CLso de 362.8 ug cm para T. castaneum y
de 322.6 ug cm2 para S. oryzae por el método de fumigacion; sin embargo, los valores de
CLso disminuyeron (217.2 y 146.5 pug cm) para ambas especies mediante el método de
contacto. La actividad repelente se presentd en los dos adultos (T. castaneum = 80.1y 90.9
%,) y (S. oryzae = 80.7 y 73.2 %) a 0.4 y 20 mg L. Los autores reportan actividad anti
alimentaria (disuasién de la alimentacion) del aceite en adultos de S. oryzae y un

incremento en la tasa relativa de crecimiento en ambos insectos.
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Cuadro 1.3 Composicion quimica (%) de aceites esenciales de la parte aérea de cuatro especies de Tagetes

Compuesto/ planta T. coronopifolia T. lemmonii T. lucida T. terniflora
Hoja Flor Parte aérea Hoja Flor Parte aérea

B-cariofileno 0.39 +10.08 94 21 0.3
crisantenona 41
linalool 0.3 0.1
2-0x0-decanoato de metilo 54
(1S)-6,6-dimetil-2-metilen-
biciclo [3. 1. 1] heptan-3-ona 100 100
a-felandreno 0.16 £ 0.16
(E)-B-ocimeno 214 +£0.77 0.9 0.2 5.0 15.4
dihidrotagetona 4252 +11.27 0.1 13.4 6.5
alo-ocimeno 2.78 £0.72
(E)-tagetona 16.10 + 18.21 0.1 22 31.0
(Z)-tagetona 0.04 £0.07 0.5 10.3
(E)-ocimenona 14.18 + 3.37 145
(Z)-ocimenona 3.89+1.39 20.4 15.4
(E)-tagetonona 20.4
metil chavicol 78.2 93.8
metil eugenol 3.6
germacreno B 0.1
germacreno D 0.46 £ 0.08 0.1
(Z)-nerolidol 0.6
(2)-B-ocimeno 0.1 0.1 10.3 0.1
etil 2-metil butirato 0.33+0.17
limoneno 0.1 0.5
mirceno 0.9
verbenona 71 73
Referencia Diaz-Cedillo et al., 2013 Tuckery Marotti et al., 2004 Lopez et al., 2011,

Maciarello, 1996

Serrato et al., 2014
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Gutiérrez et al. (2009) refieren un efecto toxico del aceite esencial de hojas de T.
terniflora sobre adultos de Pediculus humanus capitis De Geer (Anoplura: Pediculidae) con
relacién a tiempo. Ellos obtuvieron 6 % de mortalidad a los 5 min de exposicion al aceite y
80 % a los 60 min, con un Tiempo de derrive medio (TVso) de 23.4 min. Por otro lado,
existe evidencia cientifica del efecto toxico de este aceite sobre adultos machos (DLso =
19.97 pg/insecto) y hembras (16.17 ug/insecto) de Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera:
Tephritidae) 72 h después de la aplicacion topica del aceite. Sin embargo, no existe
repelencia en adultos de C. capitata y ninfas de T. infestans en comparacion con T. minuta,
T. rupestris y T. filifolia (Lopez et al., 2011). Asimismo, Almiron et al. (2013) reportan
actividad toxica del aceite de T. terniflora en adultos de B. germanica, con un valor de CLsg

de 0.50 y 0.40 mg cm™ por los métodos de contacto y fumigacion, respectivamente.

Sanchez y Descamps (2012) confirmaron la actividad bioldgica del aceite esencial
de T. terniflora, mediante dos métodos de aplicacion (inmersion y topica), sobre &fidos
apteros y alados Metopolophium dirhodum Walker (Hemiptera: Aphididae). Estos autores
indican valores de CLso de 0.46 mg mL™ para apteros y 0.2 mg mL™? para alados tratados
por inmersion, asi como 76.2 mg mL* en apteros y 20.2 mg mL™ en alados por contacto, a
las 24 h postratamiento. La actividad repelente del aceite se confirmé en apteros (80 y 66.6
%) y alados (40 y 46.6 %) a una y 24 h después del tratamiento. Asimismo, afecté de
manera positiva la tasa reproductiva (87 % en apteros y 77 % en alados), longevidad (13.3 d
comparada con el testigo de 20.7 d), tasa de reproduccion (Ro = 6.33; Ro = 24.47 testigo),
tasa infinita de crecimiento (A = 1.1; A =1.21 testigo) y tasa intrinseca de crecimiento (rm =
0.09; rm = 0.19 testigo) de M. dirhodum.

1.5 Compatibilidad extractos vegetales-enemigos naturales

Actualmente se sabe que la mayoria de los insecticidas quimicos tienen un efecto
negativo sobre los enemigos naturales de diversos insectos plaga (Villanueva-Jiménez y
Hoy, 1998; Cloyd y Bethke, 2011). Los insecticidas vegetales se han empleado como una
alternativa viable en el manejo de plagas, debido a su compatibilidad con otras opciones de
bajo riesgo, como feromonas, aceites, jabones, hongos entomopatégenos, depredadores y

parasitoides, por lo que se pueden incorporar a un programa de manejo integrado de plagas
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(Schmutterer, 1997; Molina, 2001). Esta compatibilidad se debe principalmente a la
descomposicion rapida de metabolitos secundarios por accion de la luz y la temperatura,
haciendo que actuen sobre los insectos a controlar, evitando la contaminacion del ambiente

y el impacto sobre organismos benéficos (Da Ponte, 1992).

Existen diversos estudios donde se muestra que los insecticidas boténicos son
compatibles con enemigos naturales y patdgenos de insectos (Simmonds et al., 1992;
Schmutterer, 1997; Sahayaraj et al., 2011). Klemm y Schmutterer (1993) al aplicar
extractos de semilla de nim (0.2 %) sobre huevos parasitados de la palomilla dorso del
diamante Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae), encontraron que no reduce el
namero de huevos parasitados por hembra en Trichogramma principium Sugonjaev y
Sorokina 'y T. pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae); asimismo, no reduce la
emergencia de T. pretiosum en huevos tratados. Medina et al. (2004) reportan un nulo
efecto de azadiractina sobre la mortalidad y fertilidad de adultos de Ch. carnea. De igual
manera, los extracto acuosos de hojas de M. azedarach y el producto Neemix 4.5 no
tuvieron un efecto adverso contra Cotesia plutellae Kurdjumov (Hymenoptera: Braconidae)
y Diadromus collaris Gravenhorst (Hymenoptera: Ichneumonidae) parasitoides de P.
xylostella. Ademas, se presentd preferencia de parasitacion por C. plutellae sobre plantas de
col tratadas con M. azadarach. Estos productos estan integrados en programas de control

bioldgico contra la palomilla (Charleston et al., 2005; 2006).

Khan et al. (2012) reportan compatibilidad de aceites de nim, en concentraciones de
1y 2 %, con Ch. carnea para el control de afidos en cultivo de canola Brassica napus
(Brassicaceae), potenciando su efecto en la reduccion de la poblacion a diferencia de la
aplicacion de los tratamientos en forma separada. Cabe resaltar que el aceite de nim no

afectd la sobrevivencia en huevo, larva y adultos de Ch. carnea.

Se ha reportado la actividad biologica de extractos botanicos tanto en depredadores
como en parasitoides. Swaminathan et al. (2010) evaluaron los efectos colaterales del
extracto de hoja y semilla de nim (A. indica), aceite de nim y eucalipto sobre el coccinélido
Adonia variegata Goeze (Coleoptera: Coccinellidae). Se encontré 73.33 % de mortalidad

del coccinelido al aplicar el extracto de semilla de nim 10 % y 65 % de mortalidad en aceite
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de nim 5 %; ademas se presento una reduccién méaxima de alimentacion de 72 y 68 % con
el extracto y el aceite de nim, respectivamente. En otro estudio realizado con los aceites
esenciales de Cymbopogon nardus (L) Rendle, C. schoenanthus (L.) Spreng (Gramineae) y
Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) sobre Dinarmus basalis Rondani (Hymenoptera:
Pteromalidae), parasitoide de Callosobruchus maculatus F. (Coleoptera: Bruchidae), se
reporta un valor de la Clsp de 1.71, 0.44 y 0.69 puL L™ en ausencia de semillas, e
incrementado su valor en presencia de semillas (2.66, 0.92 y 1.20 uL L), respectivamente.
Los tres aceites evaluados afectaron de manera negativa algunos parametros bioldgicos del
parasitoide como la fecundidad, duracién del ciclo bioldgico de los adultos del parasitoide
(al aplicar una dosis de 0.5 pL L), y mortalidad de larvas y pupas al contaminar las
semillas con dosis de 5, 10 y 15 pL L (Ketoh et al., 2002).

lannacone y Alvarifio (2010) evaluaron el extracto acuoso de S. molle sobre
depredadores y parasitoides, y reportaron una CLsg de 3.7 % al aplicar el extracto sobre
Ceraeochrysa cincta Schneider (Neuroptera: Chrysopidae), seguida por Orius insidiosus
Say (Hemiptera: Anthocoridae) con 14.2 %, Chrysoperla asoralis Banks (Neuroptera:
Chrysopidae) con 32.2 % y Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae) con 40.9
%, a las 48 h después de la aplicacién del extracto. Ademas, los huevos de C. cincta y Ch.

asoralis no eclosionaron.

Actualmente existen pocos trabajos sobre compatibilidad de productos botanicos
con enemigos naturales. Cano y Glandstone (1994) reportaron que el producto a base de
extractos de semillas de nim NIM-20 no tiene efecto sobre la tasa de parasitismo (84 %) de
T. pretiosum a dosis de 2.5 g L sobre huevos de Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera:
Noctuidae). Tang et al. (2002) encontraron que al aplicar el producto comercial de semilla
de nim (Neemix 4.5, 4.5 % Azadirachtina) este no afecto el desarrollo y emergencia de
adultos de Lysiphlebus testaceipes Cresson (Hymenoptera: Aphidiidae), parasitoide de T.
citricida. De igual manera, existe evidencia de la compatibilidad del insecticida/acaricida
botanico de epazote UDA-245 con O. insidiosus y Aphidius colemani Viereck
(Hymenoptera: Braconidae), en el control de trips, arafia roja, afidos y pequefias orugas

(Bostanian et al., 2005). Cocco y Hoy (2008) encontraron que el aceite de petroleo al 2 %
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combinado con el coadyuvante Silwet L-77 fue mas tdxico en huevo, ninfas y adultos de D.
citri (81, 83 y 55 % de mortalidad, respectivamente). Sin embargo, los coadyuvantes Silwet
L-77 y Kinetic, el aceite de petroleo y el hidroxido de cobre (solo o en combinacion con
algin coadyuvante), tuvieron poca toxicidad residual sobre su parasitoide T. radiata, en
comparacion con el imidacloprid y la abamectina (>95 y >91 %, respectivamente) (Cocco y
Hoy 2008).
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CAPITULO 11

COMPOSICION QUIMICA DE ACEITES ESENCIALES DE SIETE PLANTAS
AROMATICAS CON POTENCIAL INSECTICIDA

2.1 RESUMEN

La mayoria de los aceites esenciales de plantas aromaticas presentan propiedades
insecticidas e insectistaticas. No obstante, el conocimiento de los metabolitos secundarios
en el aceite es una referencia fundamental para la reproducibilidad de resultados, sobre todo
si se trata de plantas poco exploradas experimentalmente, desarrolladas en condiciones
ambientales especificas 0 de un genotipo particular. En este estudio se determind la
composicion quimica del aceite de la parte area de siete plantas aromaticas de México, las
cuales se han utilizado en bioensayos de toxicidad y repelencia contra Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae). Muestras combinadas de tallo, hoja y cabezuelas, de
cada una de las especies, se trituraron con una ensiladoraantes de la extraccion de los
aceites. Los aceites (200 a 400 mL) fueron obtenidos por hidrodestilacion en un destilador
de acero inoxidable, y analizados mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas para identificar los compuestos activos y su concentracion. En
total se identificaron de 18 a 31 compuestos presentes en las siete especies de plantas
aromaticas. Se encontraron tres compuestos mayoritarios (5 - 47.7 %) en el aceite de
Foeniculum vulgare (Apiaceae); cuatro en Tagetes lemmonii, T. lucida y T. terniflora
(Asteraceae); cinco en T. coronopifolia; y finalmente, seis en Rosmarinus officinalis
(Lamiaceae) y Schinus molle (Anacardiaceae). Dentro de los mas importantes sobresalen
trans-anetol y a-pineno para F. vulgare; alcanfor, eucaliptol y a-pineno para R. officinalis;
D-limoneno, B-mirceno, canfeno y germacreno D para S. molle; mientras que B-ocimeno y
trans-tagetona fueron comunes para las cuatro especies de Tagetes. Verbenona fue un
compuesto presente exclusivamente en T. coronopifolia y T. terniflora; mientras que el

trans-anetol en T. lucida y F. vulgare.

PALABRAS CLAVES: Hinojo, metabolitos secundarios, monoterpenos, pird, romero,

Tagetes.
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CHEMICAL COMPOSITION OF ESSENTIAL OIL OF SEVEN AROMATIC
PLANTS WITH INSECTICIDAL POTENTIAL

2.2 ABSTRACT

Most essential oils of aromatic plats have insecticide and insectistatic propies; however,
knowledge of secondary metabolites in the essential oil is a reference for the results
reproducibility, especially when it comes to plants unexplored experimentally developed in
specific environmental conditions or a particular genotype. In this estudy the oil chemical
composition of the aerial partin seven aromatic plant of Mexico, used in toxicity and
repellency bioassays by Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) was
determinated. Samples of the aboveground parts of flowering plants were macerated with a
silage chopper before oil extraction. Oils (200 to 400 mL) were extracted by
hydrodistillation in a stainless steel distiller and analyzed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry, the active compounds and their concentration was identified. A total of
18 to 31 compounds were identified in the seven aromatic plants.Three major components
(5 - 47.7 %) in the Foeniculum vulgare (Apiaceae) was detected, four by Tagetes lemmonii,
T. lucida and T. terniflora (Asteraceae); five by T. coronopifolia; and finally, six by
Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) y Schinus molle (Anacardiaceae). The most important
were: trans-anethole and a-pinene in F. vulgare; camphor, eucalyptol and a-pinene by R.
officinalis; D-limonene, B-myrcene, canfene and germacrene by S. molle; while B-ocimene
y trans-tagetone were common by four Tagetes species. Verbenone only in T. coronopifolia

and T. terniflora; and trans-anethole by T. lucida and F. vulgare were found.

KEY WORDS: Fennel, monoterpenes, piru, rosemary, secundary metabolites, Tagetes.
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2.3 INTRODUCCION

Las plantas aromaticas se cultivan desde tiempos inmemoriales con fines farmacéuticos y
culinarios. En los ultimos afios han sido objeto de renovado interés mundial como fuente de
metabolitos secundarios multifuncionales que poseen aplicacion como plaguicidas
(Mansaray, 2000; Dixon, 2001; Ottaway, 2001). Estas plantas contienen compuestos
olorosos, volatiles, hidrofobos y aceites esenciales, obtenidos de diversas partes de la
planta: flores, hojas, tallos, semillas, raices y frutos (Negi, 2012). Los aceites esenciales son
mezclas complejas de metabolitos secundarios conformadas mayoritariamente de
componentes alifaticos de bajo peso molecular, como &cidos, alcanos, alcoholes, aldehidos,
cetonas y ésteres; asi como fenilpropanos, terpenos y terpenoides (Greathead, 2003;
Gonzélez et al., 2011). Estos compuestos quimicos tienen efecto bioldgico contra bacterias,
hongos, acaros, nematodos, e insectos de importancia econdémica y urbana (Koul et al.,
2008).

La actividad bioldgica de las plantas se debe a la presencia de compuestos activos
caracteristicos como las acetogininas en la familia Annonaceae; alcaloides, monoterpenos,
sesquiterpenos lactonas, triterpenos, limonoides en Asteraceae, Meliaceae, Rutaceae y
Cneoraceae; alcaloides en Solanaceae, Flacourtiaceae y Stemonaceae; aminas insaturadas
en Rutaceae, Asteraceae y Piperaceae; Benzopiranos en Asteraceae; y terpenoides en las
especies de la familia Asteraceae, Meliaceae, Euphorbiaceae y Rutaceae, entre otras
(Simmonds et al., 1992; Viera et al., 2001). Las familias Asteraceae, Apiaceae y Lamiaceae
son las mas importantes desde el punto de vista de la produccion de aceites esenciales y su
actividad bioldgica (Bernath, 2009). Existen diversos factores que afectan el rendimiento y
composicion quimica de los aceites esenciales extraidos de una planta, entre los que
sobresalen el origen del material vegetal, los quimiotipos y la variabilidad genética de los
individuos, la fecha de cosecha, la estructura y edad de la planta, el estado de desarrollo de
la planta, las condiciones ambientales, el procedimiento de deshidratacion, el método de
extraccion, la proporcién de las partes destiladas y las condiciones de almacenamiento de la
planta hasta que se extrae el aceite (Perry et al., 1999; Marotti et al., 2004; Gonzélez et al.,

2011). Al respecto, Saavedra et al. (2002) afirman que la composicion relativa depende
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principalmente de la estado fenoldgico de la planta, asi como de las caracteristicas del

habitat donde se desarrolla.

Dentro de la familia Asteraceae, el género Tagetes esta representado en México por
mas de la mitad de las especies que existen en América (Turner, 1996); la mayoria son
aromaticas debido a la presencia de aceites esenciales en toda la planta (Poli et al., 1995).
La composicion de los aceites puede variar con base en la constitucion genética de la
especie y las condiciones agrondmicas en que se desarrollan las plantas (Krishna et al.,
2002; Sefidkon et al., 2004). Los primeros estudios fitoquimicos de plantas de Tagetes se
remontan a la década de 1920; aunque actualmente se conocen 126 metabolitos secundarios
en los aceites esenciales como grupos de hidrocarburos, alcoholes, éteres, aldehidos,
cetonas, ésteres, derivados fendlicos, feniltropanoides, tiofenos, triterpenoides, alcaloides,
flavonoides y carotenoides (Zygadlo et al., 1993; Marotti et al., 2004; Xu et al., 2012).
Diaz-Cedillo et al. (2013) reportan cuatro compuestos mayoritarios en el aceite de Tagetes
coronopifolia (Wild.); en tallo y hoja encontraron verbenona, crisantenona, 2-0xo-
decanoato de metilo y 6,6-dimetil-2-metil-biciclo [3.1.1] heptan-3ona, dos de ellos también
estuvieron presentes en la cabezuela. Con respecto a T. lemmonii (Gray.) se encontrd
dihidrotagetona, (E) tagetona y (E) ocimenona como compuestos mayoritarios en una
poblacién de Delaware, USA (Tucker y Marciarello, 1996); aunque en plantas cultivadas en
Espafia, los compuestos en el aceite esencial fueron cis-mirceno, o-felandreno, ocimeno,
cis-tagetona, trans-ocimenona y dihidro-tagetona (Verdeguer, 2011). En T. lucida (Cav.) se

reportan cumarinas, flavonoides y aceites esenciales (Serrato et al., 2007).

El contenido del aceite esencial de T. lucida suele contener metil cavicol, metil
eugenol y anetol (Bicchi et al., 1997; Marotti et al., 2004), pero su origen geografico parece
relacionarse con la variabilidad del contenido del aceite esencial. En una poblacion de
plantas de Costa Rica se reporta la presencia de 30 compuestos quimicos con alto
porcentaje de metil cavicol (95 - 97 %) (Ciccid, 2004); 53 compuestos en un material de
Guatemala presentaron abundancia de metil cavicol (38.9 %), metil eugenol (24.3 %) y
anetol (23.8 %) (Bicchi et al., 1997); mientras que una poblacién de México contd con
metil eugenol (80 %) y metil cavicol (12 %) como compuestos mayoritarios en el aceite
esencial. Segun Serrato et al. (2007) la variabilidad del contenido del aceite esencial de
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poblaciones mexicanas de T. lucida no se ha estudiado por completo. En cuanto a T.
terniflora (Kunth), en una poblacion de Peru se reportan 65 compuestos, con tagetona,
ocimeno, ocimenones, (E)-B-ocimeno y trans-tagetona como compuestos mayoritarios (De
Feo et al., 2005); sin embargo, en poblaciones de México los compuestos mayoritarios son
tagetona, cis-tagetenona, trans-tagetona, dihidrotagetona, cis-p-ocimeno, trans-f-ocimeno
(Serrato et al., 2014). Las cuatro especies de Tagetes referidas cuentan con poblaciones

distribuidas en México, pero poco exploradas en sus efectos bioldgicos.

La familia Apiaceae se conoce como una fuente de aceites esenciales con
propiedades insecticidas. Esta familia comprende de 300 a 450 géneros y 3,700 especies;
son plantas aromaticas con diversos compuestos volatiles en los frutos, hojas y flores
(Ebadollahi, 2013). Foeniculum vulgare (Mill.) es su especie mas estudiada por su amplio
uso en las industrias farmacéutica, perfumeria, cosmética, higiénica y alimenticia (Zargari,
1995; Telci et al., 2009). Se dispone de diversos estudios sobre la composicion quimica del
aceite esencial (Napoli et al., 2010). Sin embargo, existen diferencias entre los compuestos
mayoritarios encontrados en el aceite esencial en flores y hojas. Conti et al. (2010) reportan
como compuestos mayoritarios al metil cavicol, a-felandreno y la fenchona; mientras que
en otros estudios se reporta al trans-anetol, fenil acetato, metil cavicol, fenchona y
limoneno (Mimica-Duki¢ et al., 2003; Diaz-Maroto et al., 2005; Moghtader, 2013; Zoubiri
etal., 2014).

La familia Lamiaceae ha recibido considerable atencion en la bdsqueda de
alternativas naturales bioldégicamente activas en el manejo de insectos en la agricultura y
granos almacenados (Shaaya et al., 1991; Isman., 2000; Lee et al, 2001). Esta familia
incluye aproximadamente 220 generos y de 3,500 a 4,000 especies (Almeida vy
Albuquerque, 2002). Muchas de estas especies tienen uso medicinal o como plantas
aromaticas en la industria de cosméticos, alimentos, productos de higiene y perfumes
(Lawrence, 1992). Los metabolitos secundarios encontrados en la familia son los
terpenoides, flavonoides, alcaloides, iridoides y el acido ursélico (Watson y Dallwitz,
1991). Una de las especies de esta familia es el romero (Rosmarinus officinale L.), en la

cual se ha identificado la presencia de a-pineno, 3-pineno, canfeno, ésteres terpénicos (1,8-
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cineol, alcanfor, linalol, verbinol, terpineol, carnosol, rosmanol, isorosmanol, 3-octanona,
isobanil-acetato y B-cariofileno), los acidos vanilico, caféico, clorogénico, rosmarinico,
carndsico, ursolico, oleandlico, butilinico, betulinico, betulina, a-amirina, [-amirina,
borneol y acetato de bornilo (Montes de Oca, 2010). Hinojo, pird (Schinus molle L.) y
romero son plantas que se cultivan o se desarrollan espontaneamente en México. En
atencion a los resultados presentados en el primer Capitulo sobre el efecto bioldgico en
insectos del aceite esencial de algunas de las especies de las familias botanicas referidas
contra Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), en el presente capitulo se plante6
el objetivo de identificar la composicion quimica y abundancia del aceite esencial de siete
plantas arométicas de México con potencial insecticida, con la finalidad de contribuir al

conocimiento de la fitoquimica de estos recursos naturales.
2.4 MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en el Campo Experimental de Fitotecnia (CAEF) (19°
29.547° N, 52.470° O; 2267 msnm) Yy el Laboratorio de Fisiologia de Frutales del
Departamento de Fitotecnia de la Universidad Auténoma Chapingo (UACH), en Chapingo,

Texcoco, Edo. de México.

2.4.1 Material vegetal y obtencion de aceites. Para la identificacion de las especies
de plantas se consulto el Herbario-Hortorio “Jorge Espinosa Salas” del Departamento de
Preparatoria Agricola de la UACH. Las plantas se establecieron en un invernadero a partir
de semillas de T. coronopifolia (conocida como sonajilla, proveniente de una poblacion de
Santa Maria Tecuanulco, Municipio de Texcoco, Estado de México), T. lemmonii (conocida
como rudilla, procedente de la Sierra de Mazatan, Sonora, México), T. lucida (o pericon,
procedente de San Pablo Ixayoc, Texcoco, México) y T. terniflora (procedente de Los Altos
de Chiapas, México). En las primeras semanas de mayo 2012 a junio de 2013, las plantas se
trasplantaron en surcos de 75 cm de separacion, y 15 cm de separacion entre plantas (8.8
plantas m). Se aplico un riego al momento del trasplante, y posteriormente el suministro
de humedad se cubrio con la lluvia estacional. No se aplico fertilizante y se deshierbo
manualmente. La cosecha del material vegetal para la extraccion de aceite se realizé en el

estado de floracion completa. Las plantas de F. vulgare se tomaron de una plantacion
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establecida en el CAEF desde el afio 2010. EI material de S. molle se obtuvo de los arboles
localizados en el CAEF y el material vegetal de R. officinalis se adquirié en Ecatzingo,
México. La cosecha de la parte aérea de las plantas en floracién, se realiz6 por medio de
una ensiladora de maiz. Para la extraccion de aceites se utilizaron de 150 a 200 kg de tejido
fresco de cada especie (hoja, tallo y flor), biomasa que se llevé a un destilador de acero
inoxidable con capacidad de 250 kg. El proceso de destilacion fue mediante arrastre de
vapor. El tiempo de destilacion fue de aproximadamente 3 h a partir de la condensacion,
con lo que se obtuvieron de 200 a 400 mL de aceite esencial puro. Los aceites se
almacenaron en frascos ambar con tapa y se refrigeraron a 4°C para su posterior analisis

fitoquimico.

2.4.2 ldentificacion de compuestos. Los componentes de los siete aceites
esenciales se identificaron mediante cromatografia de gases con detector de masas (Adams,
2001). El cromatografo de gases CG 7890A (Agilent Technologies, USA) se acopl6 a un
detector selectivo de masas 5975C Inert MSD con un detector triple eje (Agilent
Technologies, USA), con ionizacion por impacto eléctrico (IE) de 70 eV. Se utiliz6 una
columna HP-5ms® (California, USA), empacada con 5 % difenil-95 % dimetilpolisiloxano
(30 m x 0.25 mm @ x 0.25 um). Las temperaturas del inyector y del detector se mantuvieron
a 250 °C y 280 °C, respectivamente, las cuales se alcanzaron a una velocidad de 10 °C min-
! La temperatura inicial del horno (70 °C) se mantuvo por 1 min y se programé para
alcanzar las temperaturas y la velocidad antes sefialadas. La velocidad de flujo del gas
acarreador (helio) se mantuvo a 1 mL min. Se inyectaron manualmente muestras diluidas
(1/100) en acetona (v/v) de 1 pL, en modo “Split” automatico (para diluir) mediante un

inyector 7683D (Agilent Technologies, USA).

La abundancia relativa de compuestos se obtuvo a partir del porcentaje de area de
los picos cromatogréaficos. Se consideraron compuestos mayoritarios aquellos con méas de 5
% de abundancia relativa (Mora et al., 2009). El intervalo de masas detectado fue de 35 a
500 m/z. Para calcular los indices de Kovats se usaron como referencias los compuestos n-
Alcanos, n-octano (Cg Hig) y n-octadecano (Cis Hzs). Se procesaron tres muestras iniciales,

posteriormente la identificacion de los componentes se realizd por comparacion de los
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indices de retencion relativa, mas la comparacion de los espectros de masas con la base de
datos NIST 05 del sistema CG-EM (National Institute of Standard and Technology) y con
los datos espectrales publicados por la Carol Stream Corp., USA (Adams, 2001).

2.5 RESULTADOS

En total se identificaron de 18 a 31 compuestos presentes en cada uno de los aceites
esenciales de las siete plantas evaluadas, separados (eluidos) en tiempos de retencion (Tr)
de 3 hasta 13 min. En F. vulgare (Tr: 3.3 a 7.8 min) se identificaron 18 compuestos,
seguido por S. molle (Tr: 3.2 a 12.5 min) y T. coronopifolia, (Tr: 3.2 a 9.6 min) con 21, R.
officinalis (Tr: 3.3 a 11.6 min) y T. lucida (Tr: 3.9 a 13.2 min) con 22, T. terniflora (Tr: 3.2
a 11.6 min) con 24 y T. lemmonii (Tr: 3.3 a2 12.5 min) con 31 compuestos presentes (Cuadro
4, 5). Los compuestos mayoritarios en el aceite esencial oscilaron de tres hasta siete segln

la especie.

Los compuestos mayoritarios en el aceite esencial de F. vulgare fueron tres: trans-
anetol (47.67 %) en un tiempo de retencion de 7.84 min, biciclo[3.1.0]hexano, 4-metil-1-(1-
metiletil)-, didehidro deriv. (17.14 %; Tr: 4.14 min) y a-pineno (14.21 %; Tr: 3.39 min)
(Fig. 2.1, Cuadro 2.1).
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Figura 2.1 Cromatograma de los compuestos presentes en el aceite esencial de la parte area
de F. vulgare.
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Los compuestos mayoritarios encontrados en el aceite esencial de R. officinalis
fueron siete: (-)-alcanfor (24.05 %; Tr: 5.99 min), eucaliptol (22.29 %; Tr: 4.48 min), o-
pineno (12.13 %; Tr: 3.40 min), biciclo[3,1,0]hexano, 4-metil-1-(1-metil etil)-,didehidro
deriv. (7.11 %; Tr: 414 min), canfeno (5.90 %; Tr: 3.57 min) y B-pineno (5.64 %; Tr: 3.86
min) (Fig. 2.2; Cuadro 2.1).
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Figura 2.2 Cromatograma de los compuestos presentes en el aceite esencial de la parte area

de R. officinalis.

Para S. molle se identificaron seis compuestos mayoritarios: biciclo[3.1.0]hexano, 4-
metil-1-(1-metiletil)-, didehidro deriv. (27.74 %; Tr: 4.14 min), D-limoneno (11.06 %; Tr:
4.42 min), B-mirceno (8.44 %; Tr: 3.91 min), germacreno D (7.69 %; Tr: 10.40 min),
1,2,3,5,8a-hexahydro-4,7-dimetil-1-(1-metiletil)-, (1S-cis)- Neftaleno (6.87 %; Tr: 10.86
min) y canfeno (6.63 %; Tr: 3.56 min) (Fig. 2.3; Cuadro 2.1).
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Figura 2.3 Cromatograma de los compuestos presentes en el aceite esencial de la parte area

de S. molle.

Cuadro 2.1 Composicion quimica (%) del aceite esencial de la parte aérea de F. vulgare, R.

officinalis y S. molle

N° Compuesto Tr F.vulgare  R.officinalis  S. molle

1 Triciclo[2,2,1,0(2,6)heptano,

1,7, 7-trimetil- 3.28 - - 1.01

2 a-pineno 3.39 14.21 12.13 4.63

3 Canfeno 3.56 0.12 5.90 6.63
4 B-Felandreno 3.78 0.33 — 0.59

5 B-pineno 3.85 3.46 5.64 2.70

6 B-mirceno 3.91 1.88 3.50 8.44

7 Biciclo[3,1,0]hexano, 4-metil-1-

(1-methylethyl)-, didehidro deriv. 4.14 17.14 7.11 27.74

8 o-terpineno 4.27 — 1.47 -

9 0-Cimeno 4.36 2.33 2.29 2.58
10 D-Limoneno 4.42 - — 11.06
11 B-Ocimeno 4.44 4.36 - -
12 Eucaliptol 4.48 - 22.29 -
13 Ocimeno 4.58 0.05 - -
14 y-Terpineno 4.77 1.14 2.04 -
15  Carvenona 5.16 - 0.84 -
16 Fenchona 5.19 3.74 — -
17 Linalool 5.26 - 1.74 -
18 (-)-Alcanfor 5.99 0.06 24.05 -
19  Terpene-4-ol 6.37 0.08 1.32 -
20  Terpenol 6.59 - 1.32 -
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21 Isoanetol 6.61 2.72 - -

22 4 4 dimetil-ciclohexano-2-en-1-ol 7.01 0.04 - -
23 Verbenona 7.02 - 0.95 -
24 p-Anisaldehido 7.33 0.25 - -
25  Anetol 7.78 47.67 - 3.94
26 Bornil acetato 7.80 - 2.55 -
27 (6-Hidroximetil-2,3-

dimetilfenil)metanol 7.94 0.04 - -
28 Copaeno 9.02 - - 0.65
29  (E)-Metil cinnamato 9.07 - 0.63 -
30  a-Gurjuneno 9.48 - - 1.16
31  B-Cariofileno 9.63 - 2.36 4.01
32 a-Bergamoteno 9.74 - 0.06 -
33  a-Cariofileno 10.05 - 0.30 1.11
34  (+)-Aromadendreno 10.15 - - 0.66
35  y-Muuroleno 10.30 — - 1.34
36 Germacreno D 10.39 - - 7.69
37  a-Amorfeno 10.58 - - 4.03
38  3-Cadineno 10.78 - 0.06 -

39 Neftaleno, 1,2,3,4,4a,5,6,8a-

octahydro-7-methyl-4-methyl-1-

(1-methylethyl)-, (1a,4aa,8aa)- 10.77 - - 1.62
40 Neftaleno, 1,2,3,5,8a-hexahidro-

4,7-dimethyl-1-(1-metiletil)-, (1S-

cis)- 10.86 — - 6.87
41  B-Cariofileno oxido 11.66 — 0.46 —
42 o-Cadinol 12.52 — - 1.54
Numero de compuestos total 18 22 21
Abundancia total de compuestos 99.62 99.01 100.0

* La identificacion se realiz6 comparando los tiempos de retencion de los aceites con el estandar y los datos espectrales de
la libreria Nist05. Tr: Tiempo de retencion fuera de serie homéloga de alcanos Cs-Cis (Identificado por EM). — No
identificado.

Por otro lado, los compuestos que se identificaron en los aceites esenciales de las
cuatro especies de Tagetes variaron considerablemente en el nimero de compuestos y
abundancia o concentracion (Cuadro 2.2). Las cuatro especies Tagetes evaluadas comparten
compuestos menores como el anetol, trans-tagetona, B-ocimeno, p-cariofileno y 4-etil-4-
metil-1-hexano. Los aceites de T. coronopifolia, T. lemmonii y T. terniflora poseen en
comun la cis-tagetona, verbenona y cis-verbenona; mientras que en T. coronopifolia y T.

lucida fue el linalool.

Los cinco compuestos mayoritarios en T. coronopfolia, en orden decreciente, fueron
la verbenona (30.74 %; Tr: 7.15 min), 4-etil-4-metil-1-hexano (14.49 %; Tr: 4.64 min), la
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cis-verbenona (13.26 %; Tr: 7.02 min), B-ocimeno (9.51 %; Tr: 4.45 min) y trans-tagetona
(9.37 %; Tr: 5.95 min) (Fig. 2.4; Cuadro 2.2). Para T. lemmonii se encontraron cuatro
compuestos mayoritarios: 4-etil-4-metil-1-hexano (35.21 %; Tr: 4.68 min), trans-tagetona
(21.79 %; Tr: 5.98 min), B-ocimeno (11.51 %; Tr: 4.45 min) y cis-tagetona (7.53 %; Tr de
5.85 min) (Fig. 2.5; Cuadro 2.2). En T. lucida se presentaron cuatro: metil cavicol (36.01
%; Tr: 6.63 min), metil eugenol (27.25 %; Tr: 9.30 min), anetol (17.20 %; Tr: 7.80 min) y
B-ocimeno (8.98 %; Tr: 4.58 min) (Fig. 2.6; Cuadro 2.2). En cuanto a T. terniflora se
identificaron cuatro compuestos mayoritarios: trans-tagetona (28.65 %; Tr: 5.98 min), 4-
etil-4-metil-1-hexano (20.48 %; Tr: 4.66 min), B-ocimeno (19.26 %; Tr: 4.45 min) y cis-
verbenona (13.83 %; Tr: 7.16 min) (Fig. 2.7; Cuadro 2.2).
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Figura 2.4 Cromatograma de los compuestos presentes en el aceite esencial de la parte area
de T. coronopifolia. Verbenona (Tr= 7.15 min), 4-etil-4-metil-1-hexano (Tr=
4.64 min), cis-verbenona (Tr= 7.02 min), B-ocimeno (Tr= 4.45 min) y trans-

tagetona (Tr=5.95 min).
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Figura 2.5 Cromatograma de los compuestos presentes en el aceite esencial de la parte area

de T. lemmonii. 4-etil-4-metil-1-hexano (Tr= 4.68 min), trans-tagetona (Tr=

5.98 min), B-ocimeno (Tr= 4.45 min) y cis-tagetona (Tr=5.85 min).
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Figura 2.6 Cromatograma de los compuestos presentes en el aceite esencial de la parte area

de T. lucida. Metil cavicol (Tr=6.63 min), metil eugenol (Tr=9.30 min), anetol
(Tr=7.80 min) y B-ocimeno (Tr= 4.58 min).
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de T. terniflora. trans-tagetona (Tr= 5.98 min), 4-etil-4-metil-1-hexano (Tr=

4.66 min), B-ocimeno (Tr=4.45 min) y cis-verbenona (Tr= 7.16 min).

Cuadro 2.2. Composicion quimica (%) del aceite esencial de la parte aérea de T.

coronopifolia, T. lemmonii, T. lucida y T. terniflora (Asteraceae)

N° Compuesto Tr T.cor T.lem T.luc T.ter
1 Furan, 2,3,5-trimetil 3.23 0.83 - - 1.10
2 a-pineno 3.39 — 0.26 - -
3 p-felandreno 3.78 — 0.47 - -
4 B-pineno 3.85 — - 2.09 -
5 B-mirceno 3.91 — 0.66 - -
6 Biciclo[3,1,0]hexano, 4-metil-1-(1-metiletil)-,

didehidro deriv. 4.14 — 0.91 - -
7 0-Cimeno 4.36 — 0.35 - -
8 B-Ocimene 4.44 9.51 11.51 0.24 19.26
9 Ocimeno 4.58 - — 8.98 -
10 4-etil-4-metil-1-hexano 4.64 14.49 35.21 0.42 20.48
11 Ciclopropano, octil- 5.15 3.40 - 0.05 -
12 Carvenona 5.16 — 1.33 - 2.29
13 Linalool 5.26 0.72 - 1.87 -
14 3-metilbut-2-enoic acid, 4-nitrofenil ester 5.43 0.85 0.23 - -
15 4-t-Pentilciclohexano 5.46 2.70 - - -
16 2-Octen-4-ol, (E)- 5.47 - 0.22 - -
17 2,4,6-Octatriene, 2,6-dimetil-, (E,Z)- 5.62 - - - 0.69
18 2-Dodecen-4-yne, (E)- 5.64 0.80 - - -
19 2-Dodecen-4-yne, (2)- 5.65 — 0.38 - -
20 5-Isopropil-3,3-dimetileno-2,3-metileno-2,3-
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dihidrofuran 5.73 — 0.53 - 1.06
21 cis-Tagetona 5.84 244 7.53 - 1.73
22 N,N'-Bis(2,6-dimetil-6-nitrosohept-2-en-4-ona 5.89 1.81 - - -
23 Trans-Tagetona 5.95 9.37 21.79 0.03 28.65
24  Sorbic acid vinil ester 6.09 1.06 - - 0.56
25 n-Decanal 6.62 — 0.40 - -
26 4-Alilanisol 6.63 - - 36.01 -
27 3,5-Heptadienal, 2-etilideno-6-metil- 6.70 1.18 - - 0.52
28 Verbenona 7.02 30.74 1.72 - 2.85
29 cis-Verbenona 7.10 13.26 1.70 - 13.83
30 Fenol, 2-etil-4,5-dimetil- 7.36 0.58 - - 0.28
31 1,2-cis-1,5-trans-2,5-dihidroxi-4-metil-1-(1-

hidroxi-1-isopropil)ciclohex-3-ano 7.55 - - - 0.19
32 2-Ciclohexen-1-ona, 3-metil-6-(1-metiletenil)-,

(S)- 7.62 1.40 - - 0.78
33 Anetol 7.78 0.87 1.61 17.20 0.23
34 2-methoxy-4-vinilfenoll 8.16 0.64 - - -
35 Eugenol 8.74 - - 0.05 -
36 Copaeno 9.02 — 0.24 - -
37 1H-Ciclopropa[a]naftaleno, 1a, 2,3,3a,4,5,67b-

octahidro-1,1,3a,7-tetrametil-,[1laR-

(1aa,3aa,7ba)]- 9.14 - - - 0.82
38 B-Elemene 9.21 — 0.36 0.26 -
39 2-(3-Isopropil-4-metil-pent-3-en-1-ynil)-2-metil-

ciclobutanona 9.23 — - - 0.33
40 Dodecan-1-il acetato 9.28 1.30 - - -
41 Metileugenol 9.30 - - 27.25 -
42 o-Gurjunene 9.48 — 0.39 - 0.19
43 B-Cariofileno 9.63 2.08 1.57 0.59 2.36
44  o-Cariofileno 10.05 - 0.36 0.10 0.32
45 y-Muurolene 10.30 — 0.59 - -
46 Germacreno D 10.39 - 3.52 0.42 —
47 Isoeugenol metil eter 10.46 — - 3.74 -
48 o-Amorfeno 10.58 - 1.79 0.20 0.93
49 B-Bisaboleno 10.62 — - - 0.25
50 &-Cadineno 10.78 - 2.69 0.10 -
51 Ciclohexanometanol, 4-etenil-a, a, 4-trimetil-3-

(1-metiletenil)-, [1R-(1a, 3a, 4b)]- 11.28 — 0.23 - -
52 cis,trans-Nerolidol 11.32 - - 0.03 -
53 B-Cariofileno oxido 11.66 — 0.27 0.12 0.17
54  tau-Muurolol 12.40 - 0.51 - -
55  a-Cadinol 12.52 - 0.69 - _
56 Valeranona, (+)- 12.70 - — 0.03 —
57 2H-1-Benzopiran-2-ona, 7-metoxi- 13.23 - — 0.12 —
Numero de compuestos total 21 31 22 24
Abundancia total de compuestos 100.0 100.0 99.9 99.87

* La identificacion se realizd comparando los tiempos de retencion de los aceites con el estandar y los datos espectrales de la libreria
Nist05. Tr: Tiempo de retencion fuera de serie homoéloga de alcanos Cs-Cis (Identificado por EM). — No identificado.
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2.6 DISCUSION

El nimero total de compuestos quimicos identificados en el aceite esencial de F.
vulgare coincide con lo reportado por Garcia-Jiménez et al. (2000), Moghtader (2013) y
Rahimmalek et al. (2014); pero difieren de otros estudios en los que se reportan de 9 a 14
moléculas en el aceite (Akgll y Bayrak, 1988; Damjanovic et al., 2005; Telci et al., 2009),
esto tal vez se debe a la sensibilidad de la técnica usada. La presencia de trans-anetol (47.7
%) como compuesto mayoritario en el aceite esencial de F. vulgare (Damjanovic et al.,
2005; Fang et al., 2006; Zoubiri et al., 2014) se confirmd en este estudio (Cuadro 1). Al
respecto, Rahimmalek et al. (2014) reportan una variacion en la concentracion de diferentes
moléculas, principalmente en trans-anetol de 41.2 a 56.6 %, presentes en el aceite esencial
de diversas regiones de Iran. Las moléculas encontradas por Garcia-Jimenez et al. (2000) en
su estudio no coinciden del todo con lo encontrado en el presente trabajo, ya que ellos
reportan la presencia de fenchona (24.6 %), metil cavicol (54.9 %), limoneno (5.7 %), a-
felandreno (3.5 %) y mirceno (2.5 %) en aceite de una poblacion de F. vulgare de Espafia,
en este estudio se encontrd6 a trans-anetol (47.7 %), 4-metil-1-(1-metiletil)-
biciclo[3.1.0]hexano, didehidro deriv. (17.1 %) y a-pineno (14. 2 %), difiriendo también de
otros estudios (Fang et al., 2006; Zoubiri et al., 2014). Estas diferencias posiblemente se
deban al origen geografico de las plantas, la variabilidad genética de los individuos, la
calidad del equipo para extraccion utilizado (cristal vs. convencional de acero inoxidable),
la parte de la planta utilizada y la temporada de colecta, entre otras (Perry et al., 1999;
Marotti et al., 2004; Gonzélez et al., 2011).

En el aceite de R. officinalis se encontraron los 24 compuestos reportados ya en
otros estudios (Genena et al., 2008; Slimane et al., 2015); sin embargo, existen trabajos que
muestran en el aceite esencial de esta planta la presencia de 13 a 15 compuestos (Gachkar et
al., 2007; Napoli et al., 2010; Okoh et al., 2010) o de 31 a 47 compuestos (Derwich et al.,
2011; Verma et al., 2011). En este estudio se confirmé la presencia de los compuestos
mayoritarios alcanfor (24.05 %; Tr: 5.9 min), eucaliptol (22.29 %; Tr: 4.5 min), a-pineno
(12.13 %; Tr: 3.4 min), canfeno (5.90 %; Tr: 3.6 min) y B-pineno (5.64 %; Tr: 3.9 min)

(Gachkar et al., 2007; Napoli et al., 2010). En Espafia se reportan los siguientes compuestos
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mayoritarios en el aceite esencial: a-pineno, eucaliptol, alcanfor, verbenona y borneol
(Santoyo et al., 2005). Por otro lado, Slimane et al. (2015) obtuvieron los mismos
compuestos mayoritarios pero con diferente abundancia y tiempo de retencion; eucaliptol
(34.81 %; Tr: 11.2 min), seguido por alcanfor (12.91 %; Tr: 15.5 min), a-pineno (11.87 %;
Tr: 7.4 min), B- pineno (7.98 %; Tr: 8.9 min) y canfeno (5.12 %; Tr: 7.9 min). La
abundancia de los compuestos tal vez esté méas relacionada a la temporada de cosecha del
material vegetal, asi como a las estructuras y solvente usado en la separacion de moléculas;
de igual manera, la temperatura del horno, gas acarreador y tipo de columna usado ya que
estos pueden ocasionar diferencias en los Trs. Por otro lado, la actividad bioldgica de estos
compuestos contra insectos estd documentada; el eucaliptol tiene efecto sobre larvas de
Aedes egypti L. (Diptera: Culicidae), huevos de Pediculus humanus capitatis De Geer
(Anoplura: Pediculidae) y acaros Tetranycus urticae Koch (Acari: Tetranychidae)
(Cavalcanti et al., 2004; Laborda et al., 2013). Simas et al. (2004) mencionan que los
monoterpenos o-pineno y B-pineno presenta actividad larvicida en A. egypti. Ademas, el
alcanfor y canfeno muestran actividad repelente contra moscas y palomillas (Mazyad y
Soliman, 2001; Slimane et al., 2014).

El total de compuestos identificados en el aceite esencial de S. molle concuerda con
lo reportado por diversos autores (Deveci et al., 2010; Martins et al., 2014); no obstante, se
ha reportado una cantidad mas alta de moléculas identificadas tanto en frutos como en hojas
(45 a 69 compuestos) en arboles de Turquia y Arabia Saudita (Baser et al., 1997; Abdel-
Sattar et al., 2010). Los estudios fitoquimicos obtenidos de diversas poblaciones de S. molle
del mundo no concuerdan plenamente con los compuestos mayoritarios encontrados en éste
y otros estudios. Baser et al. (1997) reportan como compuestos mayoritarios al o-
felandreno (38.1 %), B-felandreno (11.8 %), limoneno (11.6 %) y a-cadinol (7.2 %) de
Turquia; mientras que en otra region de Turquia (Bornova), Deveci et al. (2010)
identificaron a delta cadinene (11.28 %), a-cadinol (10.77 %), germacreno D (6.54 %), a-
felandreno (6.94 %), ledeno (5.21 %) y elemol (5.11 %). Los resultados muestran una
diferente composicién de S. molle, la cual posiblemente se deba a diferencias propias de la
poblacion colectada, a la temporada de colecta y a la region donde se colectd el material
bioldgico (Abdel-Sattar et al., 2010).
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Para el género Tagetes, actualmente se reporta la presencia de terpenos, tiofenos,
sesquiterpenos, carofenoides, fenilpropanoides y flavonoides (Xu et al., 2012). Algunos
metabolitos secundarios que se encontraron en las cuatro especies de Tagetes (Cuadros 4, 5,
6 y 7) ya se habian identificado en trabajos previos (Tucker y Maciarello, 1996; Marotti et
al., 2004; Lopez et al., 2011; Diaz-Cedillo et al., 2013; Serrato et al., 2014). Sin embargo,
se presentan variantes asociadas con la procedencia geogréfica del material bioldgico o
caracteristicas genéticas; este fue el caso de los compuestos en el aceite esencial de T.
lemmonii y T. lucida cultivadas en Chapingo, México cuyo porcentaje difiri6 de los
registrados en materiales de esas especies de procedencia geografica distinta (Tucker y
Maciarello, 1996; Marotti et al., 2004). En el caso de los compuestos mayoritarios
encontrados en el aceite esencial de T. coronopifolia de la poblacion de Santa Maria
Tecuanulco, Municipio de Texcoco, Estado de México (Cuadro 4), éstos difieren de los
reportados por Diaz-Cedillo et al. (2013) quienes también trabajaron con esa poblacion;
mientras que ellos reportan (1S) -6,6-dimetil-2-metilen-biciclo[3.1.1] heptan-3-ona, (1R)-
cis-4,6,6-trimetilbiciclo-[3.1.1] hept-3-en-2-ona (verbenona), 2-oxo-decanoato de metilo y
2,7,7-trimetilbiciclo[3.1.1] hept-2-en-6-ona (crisantenona) en tallo-hoja; y (1S)-6,6-dimetil-
2-metilen-biciclo[3.1.1] heptan-3-ona y verbenona en cabezuela, en el presente trabajo los
compuestos mayoritarios fueron verbenona, 4-etil-4-metil-1-hexano, cis-verbenona, B-
ocimeno Yy trans-tagetona. Estas diferencias probablemente se deben al solvente usado
(cloruro de metileno vs. acetona) en la fragmentacion de particulas para la exploracion de
los compuestos, a la calidad y presidn de los equipos, la fecha de colecta, la parte y cantidad
de material vegetal utilizado, asi como al método de extraccion (Perry et al., 1999). Al
respecto, Ohnmeiss y Baldwin (2000) sefialan que las hojas jévenes a menudo poseen

mayor concentracion de metabolitos secundarios con respecto a las hojas maduras.

La presencia de la verbenona como compuesto mayoritario en los 6rganos aéreos de
T. coronopifolia y T. terniflora; tagetona en T. coronopifolia, T. lemmonii y T. terniflora, y
de B-ocimeno en las cuatro especies de Tagetes evaluadas, refiere que estos compuestos
juegan un papel importante en la proteccion de plantas aromaticas contra insectos plaga
(Koul et al., 2008). La verbenona es sefialada como repelente contra el coledptero

Dendroctonus ponderosae Hopkins (Coleoptera: Scolytidae), que ataca a coniferas (Gillette
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et al., 2009), toxica para adultos de Musca domestica L. (Diptera: Muscidae) y Tribolium
castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae), y ovicida para M. domestica (Rice y Coats,
1994). De los compuestos tagetona y ocimeno no hay antecedentes de su actividad
bioldgica; sin embargo, algunos estudios demuestran que el ocimeno presente en el aceite
esencial de flores de T. erecta, es efectivo como repelente de insectos (Ray et al., 2000;

Koul et al., 2008), lo cual es necesario explorar a detalle.

El trans-anetol presente en el aceite esencial de F. vulgare, T. coronopifolia, T.
filifolia y T. lucida, se reporta con las siguientes propiedades: insecticidas, repelente e
inhibitorio del crecimiento y oviposicion (Koul et al., 2008; Camarillo et al., 2009). Este
compuesto se encuentra en diversas especies aromaticas y su efecto biologico esta
ampliamente estudiado contra varias especies de insectos plaga (Lee et al., 1997; Chang y
Ahn, 2001; Koul et al., 2007; Camarillo et al., 2009; Zhao et al., 2012). El trans-anetol en
combinacidon con el resto de las moléculas presentes en el aceite esencial de flores, tallo y
hoja, potencia su actividad biologica sobre los insectos tratados, en comparaciéon con los
tratados por trans-anetol como producto puro (Camarillo et al., 2009). Algunos autores
consideran a este compuesto como sinergista del linalool (Koul et al., 2008; Singh et al.,
2008). Al respecto, Feeny (1992) confirma la existencia de metabolitos secundarios
presentes en cantidades variables en el tiempo en diversas estructuras vegetales, los cuales
potencian la actividad bioldgica de otras moléculas, mismas que por si solas tienen efecto
en los insectos plaga. De lo anterior se infiere que la presencia del trans-anetol en F.
vulgure, T. coronopifolia y T. lucida podria influir de manera positiva en la accion toxica y

repelente de los extractos contra D. citri, como se reporta en el Capitulo IlI.

Dada la variabilidad de compuestos encontrados en el aceite esencial de las siete
plantas aromaéticas, resulta conveniente la cosecha de toda la planta para las especies
herbaceas de Tagetes (T. coronopifolia y T. terniflora) o solamente la parte aérea en
floracion en especies perennes (F. vulgare, R. officinalis, S. molle, T. lemmonii y T. lucida)
con el fin de obtener mayor rendimiento de aceite y por ende la mayor diversidad de
metabolitos secundarios. Si se cosecha toda la planta, se sabe que algunos compuestos se
sintetizan en las raices de la planta; por ejemplo, los alcaloides originados en la raiz del
tabaco pueden ampliar su efectividad contra insectos (Baldwin, 1991).
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Los numerosos productos quimicos utilizados actualmente contra insectos son
monomoleculares, predisponiendo el desarrollo de resistencia genética a cada una de esas
moléculas en organismos plaga. Esto puede ocasionar a su vez efectos adversos al ambiente
y al humano, muchas veces costosos (Rodriguez et al., 2003; Rodriguez, 2006). Los aceites
esenciales, tales como los caracterizados en este estudio, contienen varias moléculas,
algunas de ellas con efectos bioldgicos contra insectos, que podrian tener un menor impacto
en su resistencia genética, son biodegradables y por tanto amigables con el ambiente y
podrian ser de menor impacto en la salud humana (Isman, 2000); ademas, podrian resultar

insumos de bajo costo.

Dentro de las estrategias de manejo integrado de plagas insectiles, es importante
conformar una tecnologia que posibilite la obtencién de bioplaguicidas y biorepelentes,
toda vez que en México existan abundantes recursos naturales. Al estudiar las plantas
aromaticas, cultivadas o de distribucion natural, debe considerarse su caracterizacion
quimica y su evaluacion toxica, repelente y de compatibilidad a insectos, tareas que en el
presente Capitulo se han cubierto parcialmente pero que se amplian en los Capitulos Il y
IV, retomando como modelo biol6gico de estudio a D. citri y Tamarixia radiata Waterston

(Hymenoptera: Eulophidae).
2.7 Conclusiones

En total se identificaron de 18 a 31 compuestos presentes en las siete especies de
plantas aromaticas, de los cuales se encontraron tres compuestos mayoritarios en el aceite
esencial de la parte area de F. vulgare; cuatro en T. lemmonii, T. lucida y T. terniflora;
cinco en T. coronopifolia y seis en R. officinalis y S. molle. Dentro de los compuestos mas
importantes sobresalen trans-anetol y a-pineno para F. vulgare; alcanfor, eucaliptol y o-
pineno para R. officinalis; D-limoneno, 3-mirceno, canfeno y germacreno D para S. molle;
mientras que para las especies de Tagetes, 3-ocimeno y trans-tagetona fueron comunes en
los aceites de las cuatro especies evaluadas. La Verbenona fue un compuesto presente
exclusivamente en T. coronopifolia y T. terniflora; mientras que el trans-anetol se encontro

en T. luciday F. vulgare.
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CAPITULO III

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE EXTRACTOS VEGETALES EN Diaphorina citri
(HEMIPTERA: LIVIIDAE)

3.1 RESUMEN

Como una alternativa a los insectcidas sintéticos para el control de Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), vector del Huanglongbing, se evalud la toxicidad y
repelencia de extractos acuosos, etanolicos y aceites esenciales de diversas especies
vegetales reconocidas por sus propiedades plaguicidas contra D. citri. Adultos y ninfas se
expusieron a discos de hoja de Citrus sinensis cv Valencia tratados por aspersion e
inmersion con diferentes concentraciones de extractos y aceites extraidos. La repelencia se
evalud al exponer adultos a hojas tratadas dentro de arenas experimentales y determinando
el nimero de insectos mantenidos sobre las hojas después de las 4, 5, 6 y 24 h en
comparacion con las hojas testigo tratadas con Tween 20 al 0.1 %. Los extractos acuosos y
etandlicos de Tagetes coronopifolia Willd., T. erecta L. y T. lucida Cav. (Asteraceae), y los
aceites de Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) y Schinus molle L. (Anacardiaceae) no
causaron ningun efecto repelente o insecticida sobre D. citri. En cambio, los aceites de
Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae), T. coronopifolia, T. lemmonii Gray, T. lucida y T.
terniflora Kunth fueron toxico y/o repelente tanto en adultos como en ninfas. Existiendo
una relacion positiva entre la toxicidad y la concentracion. Adultos y ninfas morstaron
efecto toxico a una concentracion de 10.0 mg mL*y 0.1 mg mL?, respectivamente. Los
aceites de T. lucida, T. coronopifolia y T. terniflora mostraron accion repelente (>92 %) a
40 mg mL%; este efecto estuvo asociado con la concentracion y disminuyo a través del
tiempo. Los resultados muestran que los aceites extraidos de Tagetes podrian representar

una defensa potencial dentro del manejo integrado de Diaphorina citri.

PALABRAS CLAVES: Huanglongbing, manejo de plagas, repelencia, Tagetes, toxicidad,

vectores.
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF PLANT EXTRACTS AGAINST Diaphorina citri
(HEMIPTERA: LIVIIDAE)

3.2 ABSTRACT.

As an alternative to synthetic insecticides for the control of Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae), the vector of Huanglongbing, this study assessed the toxicity and
repellency of water and ethanolic extracts and extracted oils from diverse plant species,
previously recognized as promising sources of compounds with pesticide properties against
D. citri. Adults and nymphs were exposed to leaf discs of Citrus sinensis cv. Valencia that
had been treated by spraying or immersion with different concentrations of extracted oils.
Repellency was assessed by exposing adults to treated leaves in experimental arenas and
determining the number of insects that remained on the leaf after 4, 5, 6 and 24 h in
comparison with the control leaves treated only with 0.1 % Tween 20. The water and
ethanolic extracts of Tagetes coronopifolia Willd., T. erecta L. and T. lucida Cav.
(Asteraceae), and Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) and Schinus molle L.
(Anacardiaceae) oils did not cause any repellent or insecticidal effects on D. citri. In contrst,
oil extracts from Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae), T. coronopifolia, T. lemmonii Gray,
T. lucida and T. terniflora Kunth were toxic and/or repellent to both adults and nymphs.
There was a positive relationship between toxicity and concentration. Adults and nymphs
suffered toxic effects of a concentration of 10.0 mg mL™* and 0.1 mg mL™. Oils extracted
from T. lucida, T. coronopifolia and T. terniflora exhibited repellency (>92 %) at 40 mg
mL; this was correlated with concentration and decreased over time. The results showed
that oils extracted from Tagetes could represent a potential defense to integrate in the

management of Diaphorina citri.

KEY WORDS: Huanglongbing, pest management, repellency, Tagetes, toxicity, vectors,
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3.3 INTRODUCCION

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) es considerado la plaga de mayor
importancia para los citricos debido a su capacidad para transmitir las bacterias Candidatus
Liberibacter spp., asociadas a la enfermedad Huanglongbing (HLB) (Gottwald, 2010;
Bassanezi et al., 2011; Bove, 2012). Por esta razon, el control del insecto es vital para el
manejo de la enfermedad (Halbert y Manjunath, 2004; Hall et al., 2012). El control quimico
del vector es la principal tactica para reducir la dispersion del HLB en los huertos de
citricos (Childers et al., 2002; Stansly y Qureshi, 2007). Sin embargo, el uso excesivo y
dosis altas de productos quimicos convencionales ha afectado negativamente a las
poblaciones de enemigos naturales y propiciado el desarrollo de resistencia a los
insecticidas (Mann et al., 2012; Tiwari et al., 2011; 2012). Por estas razones, en los ultimos
afios, ha crecido el interés por el uso de extractos vegetales o bioplaguicidas alternativos
para el manejo de D. citri (Fontes-Puebla et al., 2012; Mann et al., 2012). Los extractos
vegetales poseen la ventaja de ser de amplio espectro; debido a la presencia de varios
principios activos lo que les permite ejercer su toxicidad a través de diferentes modos de
accion. Ademas, de que son biodegradables y no toxicos para el humano y otros mamiferos
(Isman, 2000; Mann et al., 2012).

Aungque en Meéxico existe una gran diversidad vegetal, se desconocen las
propiedades biologicas de varias plantas y pudieran ser utiles en el control de D. citri (Silva
et al., 2005). En este contexto, algunas especies de las familias Apiaceae, Asteraceae,
Brassicaceae y Piperaceae se han identificado como fuentes promisoras de compuestos con
propiedades insecticida (Serrato y Quijano, 1993; Silva et al., 2005). En la familia
Asteraceae, por ejemplo, los extractos de varias especies del género Tagetes son efectivas
contra bacterias, hongos, nematodos, acaros e insectos (Nivsarkar et al., 2001; Ball-Coelho
et al., 2003; Arena et al., 2004; Eguaras et al., 2005; Romagnoli et al., 2005; Tomova et al.,
2005; Camarillo et al., 2009), entre otras plagas. Los extractos de las especies de Tagetes
contienen ingredientes activos como el trans-anetol, alilanisol, -cariofileno y tagetona, que
han demostrado ser toxicos, repelentes e inhibidores de la reproduccion y crecimiento
(Tomova et al., 2005; Xu et al., 2012). Aproximadamente 32 especies de Tagetes son
reportadas para Mexico, lo que representa la mitad de las especies registradas en Ameérica,
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continente donde el género se origind (Serrato, 2010). A pesar de esto, hay pocos estudios

sobre la actividad bioldgica de las sustancias vegetales que poseen (Serrato et al., 2007).

La familia Apiaceae también contiene especies que son empleadas para la obtencion
de aceites esenciales con propiedades plaguicidas (Ebadollahi, 2013). Por ejemplo,
Foeniculum vulgare Mill. (Hinojo), una especie introducida en zonas templadas de México,
es rico en compuestos como los fenilpropanoides, monoterpenos y sesquiterpenos (He y
Huang, 2011), con trans-anetol como compuesto abundante (Mimica-Dukic¢ et al., 2003;
Diaz-Maroto et al., 2005). Los extractos de F. vulgare son efectivos contra escarabajos,
coledpteros y mosquitos (Kim y Ahn, 2001; Traboulsi et al., 2005; Sedaghat et al., 2011;
Zoubiri et al., 2014).

Actualmente, la informacion sobre el uso de aceites esenciales o extractos de
plantas, para el control de D. citri es escasa. Por lo tanto, en el presente capitulo tuvo como
objetivo determinar el efecto toxico y repelente de extractos acuosos y etandlicos de
Tagetes coronopifolia Willd., T. erecta L. y T. lucida Cav. (Asteraceae), y aceites
esenciales de F. vulgare, Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), Schinus molle L.
(Anacardiaceae), T. coronopifolia, T. lemmonii Gray, T. lucida y T. terniflora Kunth sobre

ninfas y adultos de D. citri.
3.4 MATERIALES Y METODOS

Todos los bioensayos para evaluar el efecto toxico y/o repelente de los extractos y
aceites esenciales de las plantas de la familia Apiaceae, Anacardiaceae, Asteraceae y
Lamiaceae fueron realizados en el Laboratorio de Insectos Vectores del Colegio de
Postgraduados, Montecillo, en Texcoco, México, con insectos criados bajo condiciones

controladas en invernadero.

3.4.1 Cria de insectos. La colonia de D. citri se establecio en el 2009, con
aproximadamente 1000 adultos (Proporcion sexual 1:1, macho: hembra) recolectados en
huertos de naranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck Rutaceae) cv.Valencia y plantas de
limonaria (Murraya paniculata (L.) Jack Rutaceae) de la comunidad de Cazones de

Herrera, Veracruz, y mantenidas bajo cultivos contius y aisladas en invernadero. Para los
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experimentos, los adultos se introdujeron en jaulas entomologicas de madera (60 x 40 x 60
cm) cubiertas con tela de organza, donde se colocaron pléntulas de C. sinensis cv. Valencia
de 4 meses de edad, plantadas en bolsas de plastico (30 x 30 cm con una mezcla de
vermicomposta, tierra de hoja, y agrolita en proporcion de 3: 2: 1). Los adultos se
mantuvieron sobre las plantas con brotes durante una semana. Una vez lograda la
oviposicion, fueron retirados mediante un aspirador bucal y las plantas infestadas se
mantuvieron en las jaulas en condiciones de invernadero (25 £ 5 °C y 12:12 h de

fotoperiodo) hasta alcanzar ninfas de tercer instar o la emergencia de adultos.

3.4.2 Material vegetal y extraccion de aceites. En 2012, se establecieron parcelas
de T. coronopifolia (conocida como sonajilla, proveniente de Santa Maria Tecuanulco,
Texcoco, México), T. lemmonii (conocida como rudilla de la Sierra de Mazatan, Sonora,
México), T. lucida (o pericén de San Pablo Ixayoc, Texcoco, México) y T. terniflora (de
Los Altos de Chiapas, México) en el Campo Experimental de Fitotecnia (CAEF) de la
Universidad Autonoma Chapingo, en el Edo. de México. Asi mismo, las plantas de F.
vulgare se tomaron de una plantacion establecida en el CAEF desde el afio 2010. El
material de S. molle se obtuvo de los arboles localizados en el CAEF, y el R. officinalis se
adquirié en Ecatzingo, México. Todas las partes aéreas de las plantas, en floracion, se
trituraron por medio de una ensiladora para la extraccion de los aceites. Los aceites
(alrededor de 200 a 400 mL) fueron extraidos por hidrodestilacién con un destilador de
acero inoxidable con capacidad para 250 kg de tejido fresco. El tiempo de destilacion fue de
alrededor de 3 h a partir de la condensacién. Los aceites se almacenaron en frascos ambar

con tapa y se refrigeraron a 4 °C.

3.4.3 Preparacion de extractos. Para los extractos acuosos, se colocaron 10 g del
polvo en un frasco de polietileno con tapa de 250 mL de capacidad, donde se adicionaron
100 mL de agua destilada (relacion peso/volumen) para cubrir completamente el polvo.
Mientras que en los extractos etandlicos, se colocaron 10 g del polvo en 100 mL de alcohol
al 20 %. El extracto acuoso y etandlicos se dejaron reposar a temperatura ambiente por 24 y
72 h, respectivamente. Después de este tiempo, las soluciones se filtraron en una tela tricot

fina con el fin de separar la parte liquida de la sélida.
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Los aceites extraidos y extractos se diluyeron en agua destilada para preparar una
solucidén al 10 % (peso/volumen). A partir de esta solucion se elaboraron concentraciones
de 10 a 0.0001 mg mL* por medio de diluciones subsecuentes de cada aceite y extracto.
Con estas diluciones se realizaron bioensayos preliminares con la finalidad de encontrar
efecto maximo y minimo de mortalidad o repelencia. Siempre se incluyé un testigo a base
de agua destilada o agua destilada + etanol al 20 % (testigo extracto etandlico). Para
facilitar la emulsién en todos los tratamientos, incluido el testigo, se afiadié Tween 20 al 0.1

% antes de la aplicacion.

Los extractos y aceites esenciales que mostraron actividad bioldgica (> 40 %) en los
experimentos preliminares (Silva et al., 2005), se seleccionaron y se usaron en los
bioensayos de toxicidad de ninfas y adultos, y repelencia de adultos para una evaluacion
detallada. Los restantes se excluyeron de la evaluacion. Se intercaron de siete a ocho

concentraciones en cada bioensayo.

3.4.4 Mortalidad de ninfas. El efecto de los aceites o extractos en ninfas de D.
citri, se evalué con el método propuesto por Prabhaker et al. (2006) con ligeras
modificaciones. Consistio en sumergir un disco de hoja de naranja cv. Valencia, 4.0 cm de
diametro, en la solucion/ concentracion de cada tratamiento por 5 seg y se dejé secar a
temperatura ambiente con el envés expuesto. Los disco de hojas testigo se trataron de la
misma manera solo con Tween 20 al 0.1 %. Cada disco tratado se colocd con el envés
expuesto dentro de una caja Petri (& 4.0 cm) a la que previamente se le habia dispuesto una
base de agar-agar 1.5 % para evitar su deshidratacion, y cubierta mediante una tapa con
malla de organza para permitir ventilacion. Cada caja Petri se consideré una unidad
experimental. Enseguida, se introdujeron de 10 a 15 ninfas de tercer instar por disco. Las
cajas se cerraron y mantuvieron sobre charolas color blanco y en condiciones controladas
(25 + 3 °C, 12:12 h fotoperiodo). La mortalidad se evalud a las 24 h, con ayuda de un
microscopio estereoscopico (16x). Un individuo se consideré6 muerto cuando presentaba
sintomas de deshidratacidn o no reaccionaba al ser tocado en el abdomen con un pincel. De
10 a 15 ninfas de tercer instar fueron usadas para cada concentracion y se realizaron cinco

repeticiones.
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3.4.5 Mortalidad de adultos. Para evaluar el efecto toxico de los aceites y extractos
en adultos de D. citri, se emplearon 20 adultos de 3 a 6 d de emergidos y 2 h en ayuno
previo. Los insectos se anestesiaron con COz por un periodo 2 min para facilitar la
aplicacion de los tratamientos (Mann et al., 2012). Posteriormente y con ayuda de un pincel
entomoldgico (000), los adultos se colocaron en el envés de un disco de hoja de naranja
dentro de una caja Petri (@ 4.0 cm) de la misma manera que el bioensayo anterior.
Enseguida y con ayuda de un atomizador manual, de 5 mL de capacidad, se realizaron tres
aspersiones de cada tratamiento, equivalente a 1.5 mL de solucién final por unidad
experimental (Cabrera-Cabrera et al., 2010). Las cajas se cerraron y mantuvieron en
condiciones controladas (25 + 3 °C, 12:12 h fotoperiodo). Para cada combinacion de
extracto/concentracion y testigo se realizaron cinco repeticiones. La mortalidad se registro

después de las 24 y 48 h.

3.4.6 Repelencia de adultos del psilido. Para evaluar el efecto potencial repelente
de los extractos y aceites extraidos en adultos de D. citri, se construyé una arena
experimental (Fig. 3.1). Cada arena consistio en un vaso de polipropileno transparente
(Cristal®) de 250 mL invertido con tapa, con cuatro orificios: un pequefio orificio lateral
sellado con un tapon extraible a traves del cual los adulto D. citri podria introducirse; un
orificio en la base y dos més (@ 4.0 cm) en los lados cubiertos con malla fina para favorecer
la ventilacion. La tapa del vaso se perford para acoplar un vial de cristal de 2 mL, con agua
corriente, en el cual se sumergio y sujeté el peciolo de una hoja de naranja C. sinensis
cv. Valencia previamente inmersa por 5 seg. en la sustancia de prueba, y dejando secar a
temperaturamente como se describié anteriormente. El vial y hoja se encerraron acoplando
la tapa con el vaso en posicién invertida. Por un orificio lateral (& 1.0 cm), tapado con un

corcho, se introdujeron 20 adultos de 3 a 6 d de emergidos y 2 h en ayuno previo.

La repelencia se midi6 por la diferencia entre insectos posados y no posados en la
hoja testigo comparada con las hojas tratadas a las 4, 5, 6 y 24 h después de la introduccion
de los insectos, y se expresd en porcentaje (20 = 100 % en cada repeticion). Cada arena se
consider6 como unidad experimental. Para cada concentracion se usaron 20 individuos

adultos de ambos sexos de 3-6 dias de emergidos y se realizaron cinco repeticiones.

59



Figura 3.1. Arena experimental usada en pruebas de repelencia de adultos de Diaphorina

citri (Imagen Valdez y Ortega, 2015).

3.4.7 Anélisis estadistico. La mortalidad del testigo nunca excedio el 12 % en todos
los experimentos, y tanto la mortalidad y repelencia observada en los tratamientos se
corrigieron con la obtemida en el testigo usando la ecuacion de Abbott (Abbott, 1925).
Todos los analisis se realizaron mediante el paquete software SAS version 9.0 (SAS
Institute, 1999). Los efectos de los tratamientos en la mortalidad y repelencia de ninfas y
adultos de D. citri se analizaron mediante las pruebas de Kruskal-Wallis y Tukey (P <
0.05). Asimismo, los datos obtenidos se usaron en el analisis Probit para determinar las
lineas de respuesta log dosis-probit, y con ello los valores de la Concentracion Letal Media
(CLso) y Concentracion de Repelencia Media (CRso), las cuales se expresaron en mg mL™.
Para comparar el efecto de repelencia de cada concentracion se calculd el indice de
Repelencia (IR) propuesto por Lin et al. (1990), con la formula IR =2G / (G + P), donde G
= % de insectos posados en el tratamiento y P = % de insectos posados en el testigo. Los
indices se clasificaron como IR = 1 concentracion neutra, IR < 1 concentracion repelente, e

IR > 1 concentracidn atrayente.
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3.5 RESULTADOS

En bioensayos preliminares, los extractos acuosos y etanolicos de T. coronopifolia,
T. erecta y T. lucida y los aceites de S. molle y R. officinalis carecieron de actividad
biologia sobre D. citri (Ver anexo). El aceite de T. lucida se encontro sin actividad toxica
sobre las ninfas y adultos, y T. lemmonii en adultos; finalmente en los aceites de F. vulgare
y T. lemmonii el efecto repelente fue nulo (Ver anexo). Estas especies fueron excluidas de

una evaluacioén detallada.

3.5.1 Mortalidad de ninfas. Los aceites esenciales de T. coronopifolia (X2 = 37.19;
df =7, 39; P <0.0001) y T. terniflora (X? = 37.50; df = 8, 44; P < 0.0001) en dosis de 10
mg/mL causaron mortalidad absoluta (100 %) en ninfas de D. citri; mientras que al aplicar
F. vulgare (X? = 37.14; df = 7, 39; P < 0.0001) y T. lemmonii (X? = 38.26; df = 8, 44; P <
0.0001) la mortalidad de ninfas fue de 92 y 98 %, respectivamente. Los valores de CLsg
para los diferentes aceites oscilaron desde 0.050 hasta 0.21 mg mL™. T. lemmonii causé la
mayor actividad toxica a nivel CLso (0.05 mg mL1), continuando en orden decreciente por
T. coronopifolia (0.11 mg mL™Y), F. vulgare (0.19 mg mL™Y), y T. terniflora (0.21 mg mL™).
Los limites de confianza correspondientes a las CLsos de los cuatro aceites esenciales se
traslapan entre si lo cual indica un efecto similar; no obstante, la respuesta homogénea se
obtuvo con los aceites de T. coronopifolia y T. lemmonii (b = 0.8, P <0.0001 y b=0.7, P <
0.0001, respectivamente), mientras que el valor mas bajo (b = 0.4, P = 0.0323) se consiguio

con T. terniflora (Cuadro 3.1).

3.5.2 Mortalidad de adultos. Los aceites de F. vulgare (X? =36.51; df =7,39; P <
0.0001), T. coronopifolia (X? = 31.63; df = 6, 34; P < 0.0001), y T. terniflora (X? = 36.18;
df =7, 39; P <0.0001) causaron 100 % de mortalidad en adultos de D. citri a 100 mgmL* a
24 h de exposicion. No obstante, los tres aceites esenciales potenciaron su efecto toxico a
partir de 20 mg mL™ a las 48 h después de la aplicacion de los productos. El aceite de T.
terniflora mostré mayor actividad toxica a nivel de CLso (14.15 mg mL™), seguido por F.
vulgare (14.93 mg mL?), y T. coronopifolia (15.02 mg mL™?) a las 24 h de exposicion; sin
embargo, la concentracion disminuy6 de manera considerable con F. vulgare (8.31 mg mL"

1, T. coronopifolia (9.74 mg mL?), y T. terniflora (11.38 mg mL?), a las 48 h
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postratamiento. Los limites de confianza de los tres aceites se traslapan entre si, lo cual
muestra que no existe una accion diferencial entre los productos evaluados. Asimismo, las
pendientes registradas son mayores a 1.0, lo cual indicé uniformidad de los individuos para

responder a la seleccion de cualquiera de los aceites evaluados (Cuadro 3.2).

Cuadro 3.1 Mortalidad promedio (% + SD) de ninfas de tercer instar de Diaphorina citri a

24 h posteriores a la aplicacion de cuatro aceites esenciales

Concentracion Mortalidad (% + SD)

(mg mL™) F. vulgare T. coronopifolia T. lemmonii T. terniflora
10 92+0.84a 100 £ 0.00 a 98+0.45a 100 £ 0.00 a
35 80 +1.00 ab 96+0.89a 92+0.84ab 78+0.84b
1.0 68 +0.84 b 70+£0.71b 72 +£0.84 bc 62+0.84Db

0.35 52+0.84c 64+0.89b 58 +1.64 cd 40+ 0.71c
0.1 44 +0.55 cd 48+0.84c 56+ 1.14 cd 38+0.84c
0.035 32+0.45de 32+0.84d 46 +1.34 de 34+1.14c
0.01 28+0.45¢e 30+0.71d 36 +£0.89 de 30+£0.71c
0.001 - --- 32+148e 26 +1.67 cd
Testigo 4+055f 4+055e 6+055f 6+0.55d
X? 37.15 37.19 38.27 37.51
CLso 0.193 0.111 0.050 0.206
(0.13-0.27)! (0.04- 0.25) (0.01- 0.15) (0.04- 1.41)
bts 0.6 +£0.05 08+0.1 0.7+0.1 04+0.1

*Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). ‘Limites fiduciales, b =
Pendiente de la linea de regresion, s= Error estandar, SD = Desviacion estandar.
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Cuadro 3.2 Mortalidad promedio (% + SD) de adultos de Diaphorina citri a la aplicacion de tres aceites esenciales a las 24 y 48 h

después de la aplicacion.

Concentracion F. vulgare T. coronopifolia T. terniflora
(mg mL1) 24 48 24 48 24 48
100 100 £ 0.00 a 100 £ 0.00 a 100 £ 0.00 a
60 9% +1.10a 100 +£0.00 a 95+1.00a 100+ 0.00 a 87+1.95ab 90+141a
40 64+4.32b 80+3.74a 85+ 3.00 ab 96 £ 0.84 ab 70 £1.00 bc 78 £2.70 ab
20 53+2.70b 72 +£4.62 ab 66 +3.11b 79+192b 51+3.90cd 57 £3.97 bc
10 26+164c 45 + 3.81 be 24+130c 45+4.00c 35+2.35de 45+ 5.52 cd
3.5 13+£1.95cd 22+251cd 8+1.52cd 20+1.58d 21 +2.28 ef 22 +£1.95de
1.0 9+1.30cd 14 +£2.39d --- - 12+ 0.55f 12+0.89¢
Testigo 0+£0.00d 2+0.89d 2+0.89d 4+1.10d 3+£0.89f 3+0.89e
X2 36.51 35.87 31.63 32.51 36.18 35.29
CLso 14.93 8.31 15.02 9.74 14.15 11.38
(6.27- 31.53) (4.21- 14.22) (11.57- 18.89) (7.30- 12.43) (7.82- 24.09) (7.20-16.97)
bts 1.7+0.2 16+0.2 26+0.2 26+0.2 1.5+0.2 16+0.2

*Medias con distinta letra en una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0,05). Limites fiduciales, b = Pendiente de la linea de regresion, s= Error estandar, SD =

Desviacion estandar.
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3.5.3 Repelencia de adultos del psilido. Los aceites de T. coronopifolia, T. lucida 'y
T. terniflora mostraron efecto repelente positivo en todas las horas de evaluacion; dicha

actividad se relaciond positivamente con la concentracion.

El aceite de T. coronopifolia presentd mayor repelencia a 40 mg/mL a las 4, 5,6y
24 h después del tratamiento (92, 81, 73 y 60%, respectivamente). Esta respuesta fue
confirmada con los valores del IR a la 4 h (0.74 + 0.23) a 3.5 mg/mL, seguido por la 5 h
(0.90 £0.09) a 1.0 mg/mL, la 6 h (0.85 £ 0.09) a 3.5 mg/mL, y finalmente a las 24 h (0.57 =
0.41) a 40 mg/mL. EI aceite esencial de T. coronopifolia mostrd un efecto mayor a nivel de
CRso (4.31 mg/mL) a la 4 h postratamiento, misma que disminuy6 ala5y 6 h (10.76 y
28.14 mg/mL, respectivamente). Los adultos tratados con el aceite mostraron una repuesta
heterogénea (b=0.5y 0.6), lo cual implica incrementar la dosis notablemente respecto a las

iniciales para alcanzar valores altos de repelencia (Cuadro 3.3).

Cuadro 3.3 Porcentaje (%) de repelencia de adultos de Diaphorina citri expuestos al aceite

esencial de Tagetes coronopifolia

Concentraci6 Rep. IR’* Cl® Rep. IRt Cl Rep. IR+t Cl. Rep. IR+ CI.

n (%) SE (%) SE (%) SE (%) SE
(mg mL?) 4h 5h 6h 24 h
40 92! 016+ R 81 033+ R 73 043 R 60 057+ R
0.05 0.18 0.15 0.41
20 62 058+ R 46 072+ R 35 079+ R 19 089+ A
0.23 0.13 0.16 0.19
10 60 0.60+x R 53 066 R 37 078 R 18 090+ R
0.28 0.21 0.11 0.09
35 45 0.74+ R 36 080+ R 27 08+ R 17 090+ A
0.23 0.13 0.09 0.15
1.0 26 089+ A 22 090+ R 15 092+ A 12 093+ A
0.26 0.09 0.14 0.09
0.35 35 082+ A 27 086+ A 13 094+ R 15 091+ A
0.31 0.15 0.05 0.12
0.1 28 087+ A 21 090+ A 16 092+ N 10 094+ A
0.19 0.16 0.08 0.10
Testigo 8 5 2 0
CRsp 4.31 (1.06- 28.91)* 10.76 (3.14- 28.14 (7.21- 4488)
167.44)
bs® 0.65+0.1 0.58+0.1 0.59+0.1

Iporcentaje de repelencia tomado de los datos reales, 2IR= indice de Repelencia, 3Clasificacion: R= Repelente; N=
Neutro; A= Atrayente, “Limites de confianza al 95 %, 5b = Pendiente de la linea de regresion, s = Error estandar.
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El aceite de T. lucida presento actividad repelente superior al 95 % a 40 mg mL™ en

todos los periodos evaluados. La repelencia se registré desde 3.5 mg mL* parala4y5h
(IR=0.71+0.25y 0.75 + 0.18, respectivamente) hasta 40 mg mL™ parala 6y 24 h (0.06 +

0.09 y 0.02 + 0.04, respectivamente) (Cuadro 3.4).

Cuadro 3.4 Porcentaje (%) de repelencia de adultos de Diaphorina citri expuestos al aceite

esencial de Tagetes lucida

Concentraci6 Rep. IR+ CI® Rep. IRt Cl. Rep. IRt CIl. Rep. IRt CI
n (%) SE (%) SE (%) SE (%) SE
(mg mL?) 4h 5h 6h 24 h
40 99! 0.02+ R 97 006 R 97 006t R 99 002+ R
0.04 0.09 0.09 0.04
20 85 028+ R 69 048+ R 63 055+ N 49 069+ A
0.27 0.37 0.45 0.33
10 57 064+ R 37 079+ R 30 083 A 17 092+ A
0.30 0.15 0.25 0.17
3.5 49 071+ R 42 075+ R 29 084 A 19 091+ A
0.25 0.18 0.26 0.15
1.0 34 084+ N 21 090+ A 21 089 A 22 089+ A
0.16 0.15 0.17 0.25
0.35 25 090 A 19 091+ A 12 095+ A 15 093+ N
0.27 0.19 0.15 0.07
0.1 23 091+ A 14 094+ A 9 09% A 14 094+ A
0.27 0.16 0.13 0.23
Testigo 9 4 3 4
CRso 3.05(1.09-9.16)* 6.12 (1.81-37.34) 8.91 (2.76- 70.19)
bs® 0.9+0.1 0.9+0.2 1.0+0.2

Iporcentaje de repelencia tomado de los datos reales, 2IR= indice de Repelencia, 3Clasificacion: R= Repelente; N=

Neutro; A= Atrayente, “Limites de confianza al 95 %, 5b = Pendiente de la linea de regresion, s = Error estandar.

Finalmente, con el aceite de T. terniflora se encontro el 74 % de repelencia a 40 mg

mLt en la 4 h de evaluacion, con disminucion ala5, 6y 24 h, conun IR de 0.62 +0.21y
0.70+0.11 (20 mgmL?Y) alas4y5h,0.89 +0.07 (10mgmL?*) ala6h,y0.86+0.12 (40
mg mL™) ala 24 h (Cuadro 3.5).

Los valores de CRso oscilaron desde 3.05 hasta 42.16 mg mL™. Cuatro horas

después de la aplicacion de los tratamientos, los aceites de T. lucida y T. coronopifolia

mostraron mayor actividad repelente a nivel de CRso (3.05 y 4.31 mg mL7,

respectivamente) con respecto al resto de las horas evaluadas y al aceite de T. terniflora. La
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actividad de los aceites disminuy0 notablemente a la quinta y sexta hora postaplicacion
(Cuadro 3.3y 3.4).

Cuadro 3.5 Porcentaje (% + SE) de repelencia de adultos de Diaphorina citri expuestos al

aceite esencial de Tagetes terniflora.

Concentraci6 Rep. IR+ CI® Rep. IRt Cl. Rep. IRt CIl. Rep. IRt CI

n (%) SE (%) SE (%) SE (%) SE
(mg mL1) 4h 5h 6h 24 h
40 741 045+ R 63 056+ R 43 073 R 25 086+ R
0.18 0.19 0.23 0.12
20 60 062+ R 49 070+ R 36 079+ R 24 086 A
0.21 0.11 0.13 0.15
10 34 08+ A 30 08+ A 20 089+ R 11 094+ A
0.22 0.16 0.07 0.13
3.5 34 08+ A 27 087 A 16 092+ A 11 094+ A
0.16 0.25 0.15 0.18
1.0 23 092+ A 22 090+ A 11 095+ A 8 096+ A
0.23 0.34 0.27 0.09
0.35 17 096+ A 14 095+ A 12 094+ A 9 09+ A
0.11 0.18 0.09 0.08
0.1 17 096+ A 20 091+ A 11 095+ A 8 096+ A
0.05 0.16 0.08 0.13
Testigo 11 6 2 1
CRsp 18.59 42.16
(8.32- 76.72)* (11.14- 2779)
bs® 0.8+0.1 0.55+0.1

Iporcentaje de repelencia tomado de los datos reales, 2IR= Indice de Repelencia, 3Clasificacion: R= Repelente; N=
Neutro; A= Atrayente, “Limites de confianza al 95 %, 5b = Pendiente de la linea de regresion, s = Error estandar.

3.6 DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio revelan la accion toxica y repelente de los
aceites de F. vulgare, T. coronopifolia, T. lemmonii y T. terniflora en ninfas, y F. vulgare,
T. coronopifolia y T. lemmonii en adultos de D. citri, lo cual coincide con lo reportado por
diversos autores en otras plagas, quienes observaron que los extractos de Tagetes con
disolventes no polares son mas eficientes que los extractos solubles en agua (Roel et al.,
2000; Camarillo et al., 2009). Este efecto se atribuye a que los aceites remueven las ceras
de la cuticula, y como consecuencia los individuos sufren deshidratacion de la célula de la
membrana (Hodgson y Kuhr, 1990; Larew y Locke, 1990). Ademas, Sieburth et al. (1998)

mencionan que los aceites son mas efectivos en el control de la plaga cuando se aplican
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sobre huevos o primeros estadios ninfales con respecto a los adultos, como se encontré en

este estudio.

La respuesta diferencial de D. citri a los aceites, sin duda también se relacion6 con
la composicion y estructura de compuestos activos, ya que como anotan Chiasson et al.
(2004) los aceites esenciales son generalmente de amplio espectro, debido a la presencia de
varias moléculas activas que operan a través de modos de accion diferentes. Asimismo, el
efecto de los aceites se debe a su persistencia en el ambiente a través del tiempo, como
sefialan Gomez et al. (1997) y Cubillo et al. (1999), quienes mencionan que los extractos
oleosos son mas eficientes, no sélo por la presencia de compuestos insecticidas, sino por la
persistencia en la planta y el efecto de contacto en el insecto. De las moléculas presentes en
los aceites evaluados, el trans-anetol posee una funcion importante en el control de los
insectos (Mimica-Dukic¢ et al., 2003; Cheng et al., 2004). Este aspecto fue observado por
Camarillo et al. (2009) en Trialeurodes vaporariorum West. (Hemiptera: Aleyrodidae),
quienes encontraron que los aceites de Tagetes filifolia Lag. fueron mas efectivos
(repelente, tdxico e inhibitorio de la oviposicion y el crecimiento) en relacion a los
extractos acuosos y turbios, efecto que se relacion6 con diferencias en la composicion y
concentracion de principios activos como el trans-anetol, alilanisol, B-cariofileno y
tagetona. Aunque se sabe que el aceite de poblaciones de T. filifolia nativas de México,
contiene alta proporcién de anetol, aln se carece de informacion sobre la relacion de éste y

otros compuestos en el aceite de diferentes especies de Tagetes (Serrato et al., 2008).

En este estudio, el periodo de exposicion de los adultos de D. citri influyé de forma
importante en la mortalidad, lo cual concuerda con Kim et al. (2003), al evaluar la toxicidad
del aceite de frutos de F. vulgare sobre adultos de Lasioderma serricorne F. (Coleoptera:
Anobiidae) y con Cazares et al. (2014) quienes encontraron alta mortalidad (70.3 %) de
adultos de D. citri al ser expuestos por 48 h al aceite esencial de Lippia graveolens Kunth
(Verbenaceae) a una concentracion de 40 mg mL™. Por otro lado, el estado de desarrollo del
insecto y la forma de aplicacion del producto son otros de los factores que se necesitan
estudiar y precisar para obtener mejores resultados en el control de insectos plaga (Zoubiri
etal., 2014).
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El efecto repelente de T. coronopofolia, T. lucida y T. terniflora sobre D. citri hace
suponer que esto se debid a las caracteristicas propias de los aceites; por ejemplo, Davison
et al. (1991) indican que el grado de viscosidad y densidad de los aceites los hace mas
pesados y por ello son retenidos por mas tiempo sobre la hoja, de modo que las sustancias
repelentes son liberadas gradualmente, lo que retrasa el arribo de los insectos a las plantas
tratadas. Asimismo, la actividad presentada por los aceites evaluados depende de las
maultiples sustancias activas presentes en las plantas y modos de accidn que ejercen estos
sobre los insectos (Chiasson et al., 2004). El efecto de los compuestos quimicos como
alilanisol, crisantenona, limoneno, tagetona y verbenona presentes en los aceites de Tagetes
(Diaz-Cedillo et al., 2013; Serrato et al., 2014), ha sido documentado en diversas especies
de insectos bajo diferentes sistemas de produccion (Camarillo et al., 2009; Fettig et al.,
2012; Sénchez y Descamps, 2012) o en productos almacenados (Nerio et al., 2009;
Stefanazzi et al., 2011; Olivero-Verbel et al., 2013). Wright (1975) menciona que la
actividad repelente y persistencia de los aceites depende del tamafio y forma de las
moléculas activas en cada producto, asi como de su ensamble y persistencia en los
receptores sensoriales de las antenas de los insectos, por interaccion molecular. Esto sugiere
que se requiere continuar con trabajos a nivel molecular para identificar los sitios de

actividad de las moléculas presentes en las especies de Tagetes estudiadas.

La inestabilidad encontrada en los productos a través del tiempo, coincide con lo
reportado por otros autores en Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae)
(Cubillo et al., 1999) y T. vaporariorum (Camarillo et al., 2009). Esto se atribuye a la
descomposicion rapida de los compuestos por influencia de factores ambientales y
bioldgicos, tales como rayos UV, temperatura, pH y actividad microbial (Mulla'y Su, 1999);
sin embargo, la actividad repelente puede recuperarse a través del tiempo, debido a los
procesos temporales de saturacion y desaturacion, de manera inmediata o gradual, de los

quimiorreceptores en el insecto (Van Lenteren y Noldus, 1990).

La aplicacion de la concentracion correcta para obtener un efecto positivo en la
repelencia de D. citri es importante, ya que como se puede apreciar a traves de los valores
del IR, concentraciones por debajo de 3.5 mg mL™ muestran un efecto contrario a lo que se
esperaria, aspecto que fue reportado por Camarillo et al. (2009) y Mendoza-Garcia et al.
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(2014) en T. vaporariorum quienes sefialan que al aplicar dosis bajas de aceite esencial de
T. filifolia, y de extracto acuoso de Taraxacum officinale (Asteraceae) Weber y etandlico de
Raphanus raphanistrum L. (Brassicaceae) ocurre una estimulacion de la oviposicion del

insecto.
3.7 CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio revelan que los aceites evaluados (excepto los de R.
officinalis, S. molle, y T. lucida) a concentracion de 10 mg mL™* resultaron prometedores
para el manejo de ninfas de D. citri. En particular, los aceites de T. coronopifolia y T.
lemmonii mostraron valores bajo de CLso. La supervivencia de adultos fue afectada por los
aceites de F. vulgare, T. coronopifolia y T. lemmonii a partir de 20 mg mL* después de 24
y 48 h de exposicion al producto. Los aceites extraidos de T. coronopifolia, T. lucida y T.
terniflora mostraron actividad repelente contra D. citri en las concentraciones de 3.5, 3.5y
20 mg mL?, respectivamente. Por tanto, los aceites de F. vulgare, T. coronopifolia, T.
lemmonii y T. terniflora podrian ser importantes alternativas a los insecticidas sintéticos

para el manejo de D. citri.
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3.8 ANEXOS

Cuadro 3.6. Mortalidad preliminar (%) de adultos de Diaphorina citri después de la

aplicacion de cuatro aceites esenciales.

Concentracion  T. lemmonii T. lucida R. officinalis S. molle
(mg mL%) 24 48 24 48 24 48 24 48
100 16.2 23.7 22.0 26.0 10.0 225 212 25.0
10 1.2 75 6.0 6.0 15.0 100 75 11.2
1.0 1.2 112 20 4.0 5.0 75 50 7.5
0.1 2.5 87 4.0 5.0 1.2 5.0 3.7 7.5
0.01 3.7 100 1.0 3.0 0 2.5 0 5.0
0.001 1.2 50 1.0 4.0 1.2 3.7 3.7 6.2
0.0001 1.2 6.2 20 4.0 1.2 3.7 25 3.7
Testigo 0 3.7 10 2.0 1.2 3.7 0 3.7

Cuadro 3.7 Mortalidad preliminar (%) de adultos de Diaphorina citri tratados con

extractos acuosos y etandlicos de tres especies de Tagetes.

Extractos acuosos Extractos etandlicos
Concentracién T. T. T. T. T. T.

(mg mL?) coronopifolia  erecta lucida  coronopifolia  erecta  lucida

24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

100 5 6 15 15 2 4 26 34 28 37 15 21
10 3 3 8 8 3 5 16 17 17 18 10 15
1.0 3 10 9 10 3 3 8 10 18 18 3 6
0.1 2 4 8 10 2 4 14 15 4 5 4 7

0.01 3 4 6 6 3 1 11 14 7 8 0 1
0.001 1 1 0 4 0 O 5 /7 5 5 1 5
0.0001 2 6 2 4 0 3 6 7 4 4 0 1
Testigo 1 2 1 1 1 3 1 1 4 4 2 2
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Cuadro 3.8 Mortalidad preliminar (%) de ninfas de Diaphorina citri despues de 24 h de la

aplicacion de tres aceites esenciales.

Concentracién (mg mL?) R. officinalis S. molle T. lucida

10 36 34 33.3

1.0 30 28 28.3

0.1 22 16 20.0

0.01 18 18 6.6

0.001 18 8 8.3

0.0001 10 4 8.3

Testigo 4 6 5.0

Cuadro 3.9 Mortalidad preliminar (%) de ninfas de Diaphorina citri tratadas con extractos

acuosos y etanolicos de tres especies de Tagetes.

Concentracién

Extractos acuosos Extractos etandlicos
(mg mL-") T. T. T. T. T. T.
coronopifolia  grecta  Jucida  coronopifolia  oecta  Jucida

100 20.0 8.3 21.6 31.6 18.3 5.0
10 18.3 6.6 18.3 21.6 15.0 3.0
1.0 18.3 8.3 15.0 15.0 11.6 5.0
0.1 18.3 10.0 6.6 11.6 16.6 3.0
0.01 11.6 5.0 5.0 11.6 6.6 3.0
0.001 8.3 6.6 8.3 10.0 13.3 5.0
0.0001 10.0 6.6 8.3 13.3 15.0 10.0
Testigo 8.3 5.0 3.0 8.3 11.6 6.6
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Cuadro 3.10. Repelencia preliminar (%) de adultos de Diaphorina citriala4,5,6y 24 h

después de la aplicacion de aceites esenciales.

Concentracion F. vulgare S. molle R. officinalis T. lemmonii
(mg mL?) 4 5 6 24h 4 5 6 24h 4 5 6 24h 4 5 6 24h
100 28 28 23 * 36 32 32 32 19 30 34 34 28 28 12 28
10 13 7 5 10 18 12 6 6 25 19 13 17 31 23 9 12
1.0 14 12 6 7 15 8 3 3 14 13 11 11 20 15 9 )
0.1 12 8 3 7 19 13 6 6 9 16 9 4 14 6 8 5
0.01 10 5 1 5 20 14 10 10 11 14 6 5 14 7 7 4
0.001 13 8 3 4 15 15 8 8 13 11 9 8 13 9 4 6
0.0001 8 7 4 1 18 15 4 4 12 16 8 6 19 18 11 5)
Testigo 2 4 1 4 6 6 2 2 6 8 4 1 7 6 3 1
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Cuadro 3.11 Repelencia preliminar (%) de adultos de Diaphorina citri a 4, 5, 6 y 24 h después de la aplicacion de extractos acuosos y etanolicos

de tres especies de Tagetes.

Concentracion  T. coronopifolia* T. erecta* T. lucida* T. coronopifolia** T. erecta** T. lucida**

(mg mL™) 4 5 6 24h 4 5 6 24h 4 5 6 24h 4 5 6 24h 4 5 6 24h 4 5 6 24h
100 32 18 19 20 38 30 16 25 24 13 7 14 18 22 11 16 14 7 11 15 9 14

10 27 22 20 11 29 24 16 17 17 13 9 9 12 19 12 5 12 7 2 9 6 15

1.0 16 12 15 9 23 19 16 16 18 15 12 5 15 10 11 3 11 8 4 8 8 7

0.1 15 13 8 10 21 17 8 10 16 7 4 5 19 15 8 2 6 5 4 12 14 6

0.01 3 9 9 10 20 19 9 19 16 6 2 2 15 11 11 6 10 3 1 7 8 8
0.001 19 18 15 7 24 15 7 12 14 9 7 4 13 12 10 3 9 4 0 4 9 3
0.0001 12 9 5 5 18 20 9 10 19 14 8 3 16 10 6 6 13 9 0 4 11 6
Testigo 9 5 3 2 9 7 3 3 7 3 2 2 10 8 7 3 7 2 3 7 5 3

* Extractos acuosos; **Extractos etandlicos.
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CAPITULO IV

COMPATIBILIDAD DE ACEITES ESENCIALES DE CUATRO PLANTAS
AROMATICAS CON Tamarixia radiata (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) EN EL
MANEJO DE Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE)

4.1 RESUMEN

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), es una plaga importante de los citricos
por ser vector de la bacteria causal del Huanglongbing. Debido a que su manejo se basa en
la aplicacion de insecticidas, se estudian los aceites vegetales como posibles insecticidas
compatibles con parasitoides en programas de manejo integrado de plagas. El objetivo del
presente trabajo fue explorar la compatibilidad del parasitoide Tamarixia radiata
(Hymenoptera: Eulophidae) con el uso de aceites esenciales de Foeniculum vulgare
(Apiaceae), Tagetes coronopifolia, T. lemmonii y T. terniflora (Asteraceae) para el manejo
de D. citri. Primero se evaluo el efecto de los aceites sobre el parasitoide, mediante tres
Concentraciones Letales (CLso, CLso ¥ CLsgo) para D. citri. En una primera prueba de
compatibilidad se aplicé de manera directa los aceites sobre ninfas de D. citri y la posterior
exposicion de éstas a T. radiata. La segunda prueba consistio en exponer las ninfas al
parasitoide y posteriormente se aplicaron los aceites, o viceversa. Los aceites esenciales de
F. vulgare, T. coronopifolia y T. lemmonii resultaron selectivos (Categoria 1; IOBC) para
adultos de T. radiata. En cambio, T. terniflora resulté ligeramente nocivo (Categoria 2,
IOBC) al parasitoide. En pruebas de compatibilidad el testigo no tratado con aceites
presentd mayor proporcion de ninfas parasitadas (0.315) y depredadas (0.298). EI mayor
parasitismo (0.189 + 0.027) y la mayor depredacion (0.281 + 0.311) se encontraron con la
aplicacion de la CLso del aceite esencial de T. lemmonii, seguido por T. coronopifolia
(0.156 + 0.025 y 0.283 £ 0.031), T. terniflora (0.119 + 0.021 y 0.248 + 0.278) y F. vulgare
(0.110 £ 0.022 y 0.279 + 0.031). Los aceites de T. coronopifolia, T. lemmonii y F. vulgare
pueden ser considerados selectivos para T. radiata e incorporados en programas de manejo

integrado de D. citri.

Palabras claves: Control biolégico, MIP, plantas aromaticas, selectividad, Tagetes.
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COMPATIBILITY FROM FOUR AROMATIC PLANTS ESSENTIAL OILS WITH
Tamarixia radiata (HYMENOPTERA: EULOPHIDAE) TO MANAGEMENT
Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE)

4.2 ABSTRACT

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), is an important pest of the citrus by to
be Huanglongbing causal bacterium. Because its management is based on the insecticide
application, the plant oil as potential insecticide compatible with parasitoids in pest
integrated management programs were studied. The aim of this study the compatibility of
the parasitoid Tamarixia radiata (Hymenoptera: Eulophidae) with the use of essential oils
of Foeniculum vulgare (Apiaceae), Tagetes coronopifolia, T. lemmonii and T. terniflora
(Asteraceae) for the management of D. citri, was explored. First the oils on the parasitoid
were evaluated, using three Lethal Concentrations (CLso, CLsp and CLgo) for D. citri. A first
compatibility test was performed with the direct application of oils on D. citri nymphs and
subsequent exposure to T. radiata. In a second test, nymphs were exposed to parasitoids
and later oils applied, or vice versa. The essential oils of F. vulgare, T. coronopifolia and T.
lemmonii were selective (Category 1; IOBC) for T. radiata adults. However, T. terniflora
was slightly harmful (Category 2 IOBC) the parasitoid. In compatibility tests, the untreated
control with oils showed higher proportion of parasitized nymphs (0.315) and preyed
(0.298). The highest parasitism (0.189 = 0.027) and increased predation (0.281 £+ 0.311)
were found with the application of oil CLso of T. lemmonii, followed by T. coronopifolia
(0.156 + 0.025 and 0.283 + 0.031), T. terniflora (0.119 + 0.021 and 0.248 + 0.278) and F.
vulgare (0.110 + 0.022 and 0.279 £ 0.031). T. coronopifolia, T. lemmonii and F. vulgare
oils be considered selective for T. radiata and incorporated in integrated management

programs of D. citri.

KEYWORDS: biological control, IPM, aromatic plants, selectivity, Tagetes.
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4.3 INTRODUCCION

Las generaciones presentes estdn encaminadas a descubrir métodos alternos para el manejo
de plagas que sean compatibles con la naturaleza y otros métodos de control, con el
proposito de conservar los ecosistemas y realizar una produccion racional de alimentos
(Isman, 2000; Celis et al., 2009). Una de las principales vias a seguir es la integracion de
diversas herramientas de control, es decir, considerar el sistema productivo en conjunto
para alcanzar una produccion sostenida, en forma econdmica aceptable y segura para el
hombre (Evrong, 2003).

La citricultura nacional se encuentra amenazada por diversas plagas y enfermedades,
donde el psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)
es de las méas importantes (Orozco-Santos et al., 2014), debido a su capacidad de transmitir
las bacterias Candidatus Liberibacter spp., agentes causales del Huanglongbing (Gottwald,
2010; Bassanezi et al., 2011; Boveé, 2012). El control quimico del psilido es la técnica méas

empleada a nivel mundial (Childers et al., 2002; Stansly y Qureshi, 2007).

El uso indiscriminado de productos sintéticos ha propiciado el desarrollo de la
resistencia del psilido y la eliminacion de enemigos naturales en agroecosistemas citricolas
(Hall y Nguyen, 2010; Mann et al., 2012; Tiwari et al., 2011, 2012). Tamarixia radiata
(Hymenoptera: Eulophidae) es uno de los parasitoides mas usados en el manejo de D. citri
(CITA). En Florida la tasa de sobrevivencia de este parasitoide se reduce a menos del 9 %
por los efectos residuales del imidacloprid y por la toxicidad aguda de abamectina (Cocco y
Hoy, 2008), razon por la cual en huertas convencionales y organicas, ha crecido el interés
por el uso de extractos vegetales o bioplaguicidas para el manejo de psilido (Fontes-Puebla
et al., 2012; Mann et al., 2012). Hall y Nguyen (2010) reportan la toxicidad de la aplicacion
directa de abamectina (100 %), aceite de petroleo 435 (100 %), clorpirifés (95.6 - 100 %),
fentropatrin (91.3 - 100 %), imidacloprid (88.2 - 100 %), carbaril (88.1 - 100 %) y aceite de
Chenopodium (88.9 - 94.6 %) en adultos de T. radiata a las 24 y 72 h. La afectacion de los
parasitoides por los insecticidas en uso ha incrementado el interés por la utilizacion de
productos botanicos debido a la presencia de varios principios activos, lo que les permite

ejercer su toxicidad a través de diferentes modos de accién, ademas de que son
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biodegradables y de reducida toxicidad para el humano y otros mamiferos (Isman, 2000).
Varios autores indican la accion de diversos extractos o aceites esenciales con efecto toxico
o repelente contra el psilido, tales como ajo Allium sativum L., lavanda Lavandula sp.,
cilantro Coriandrum sativum L., tomillo Thymus vulgaris L., orégano Lippia graveolens
Kunth, nim Azadirachta indica Juss., guayaba Psidium guajava L., paraiso Melia
azedarach L., y toloache Datura stramonium L. (Diaz, 2009; Khan et al., 2012; Mann et
al., 2012; Cézares et al., 2014). Sin embargo, pocas evidencias refieren la actividad
bioldgica de los extractos de plantas sobre el parasitoide T. radiata u otros agentes de
control bioldgico. Entre éstos, se encuentra el trabajo de Lira et al. (2014) quienes reportan
que los insecticidas azadirachtina, etofenproxi, gamma-cyhalotrina, piriproxifen,
tebufenozide y diflubenzuron; los acaricidas piridaben y fenpiroximato y los fungicidas
azoxistrobin, folpet, hidréxido de cobre, oxicloruro de cobre, mancozeb + oxicloruro de
cobre, pyraclostrobin, metil-tiofenato y trifloxistrobin resultaron selectivos para T. radiata.
Del mismo modo, el aceite de petroleo y el hidroxido de cobre solo 0 en combinacion con
los coadyuvantes Silwet L-77 y Kinetic mostraron baja toxicidad al parasitoide (mortalidad
< 15 %), por lo que estos fueron propuestos, en combinacion con T. radiata, para ser

incluidos en el manejo integrado de D. citri (Cocco y Hoy, 2008).

Desde el punto de vista de manejo integrado de plagas, es importante investigar la
factibilidad de emplear simultdneamente diversas tacticas efectivas en el manejo de plagas
(Isman, 2000). Por tanto, se plante6 como objetivo del presente estudio el explorar la
compatibilidad de aceites esenciales de Foeniculum vulgare (Apiaceae), Tagetes
coronopifolia, T. lemmonii y T. terniflora (Asteraceae) con el parasitoide T. radiata en el

manejo de D. citri.
4.4 MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en los invernaderos del Departamento de Fitotecnia,
Universidad Autonoma Chapingo (UACH) y del Campus Montecillo, Colegio de

Postgraduados, Texcoco, Edo. de México.

4.4.1 Cria de insectos. La colonia de D. citri se estableci6 en jaulas entomoldgicas
de madera (60 x 40 x 60 cm) cubiertas con tela de organza, en condiciones de invernadero
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(25 £ 5 °C y 12 h de fotoperiodo), iniciando con aproximadamente 1000 adultos (1:1)
procedentes de plantas limonaria o jazmin Murraya paniculata (L.) Jack. (Rutaceae) de la
comunidad de Cazones de Herrera, Veracruz. En las jaulas se introdujeron previamente
plantas de limonaria de cuatro meses de edad, provenientes de Cuautla, Morelos,
mantenidas en invernadero. Los adultos se mantuvieron por 7 d para su oviposicion sobre
los brotes de limonaria; después de este tiempo se retiraron con un aspirador bucal. Las
plantas infestadas se mantuvieron en jaulas hasta la obtencion de brotes con ninfas de tercer
y cuarto instar, las cuales se utilizaron en los bioensayos posteriores y para el

mantenimiento de la cria del parasitoide.

La colonia del parasitoide T. radiata se establecio en invernadero (25 +5°Cy 12 h
de fotoperiodo) con ~2000 adultos (1:1), procedentes del Centro Nacional de Referencia de
Control Bioldgico (CNRCB) ubicado en Tecomén, Colima, México. Los individuos se
mantuvieron sobre plantas de M. paniculata infestadas con ninfas de D. citri de 3er y 4°
instar, confinadas en jaulas entomoldgicas por 15 d para su oviposicién. Posteriormente las
plantas infestadas se retiraron y mantuvieron en las jaulas hasta la emergencia de los
adultos. Después de emerger, los parasitoides fueron alimentados cada 48 h con miel
(Karo®) al 1 % durante 6 d, los cuales se utilizaron en los bioensayos posteriores y para el

mantenimiento de la cria.

4.4.2 Material vegetal y extraccion de aceites. En 2012, se establecieron parcelas
de T. coronopifolia (procedente de Santa Maria Tecuanulco, Texcoco, México), T.
lemmonii (proveniente de la Sierra de Mazatan, Sonora, México) y T. terniflora (procedente
de Los Altos de Chiapas, México) en el Campo Experimental de Fitotecnia (CAEF) de la
Universidad Auténoma Chapingo, en el Edo. de México. Asimismo, las plantas de F.
vulgare se tomaron de una plantacién establecida en el CAEF desde el afio 2010. Todas las
partes aéreas de las plantas en floracion, se trituraron mediante una ensiladora para la
extraccion de los aceites. Se extrajeron por hidrodestilacion alrededor de 200 a 400 mL de
aceite mediante un destilador de acero inoxidable con capacidad para 250 kg de tejido
fresco. El tiempo de destilacion fue de alrededor de 3 h a partir de la condensacion. Los

aceites se almacenaron en frascos color ambar con tapa y se refrigeraron a 4 °C.
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4.4.3 Tratamientos evaluados. Para determinar la compatibilidad de los aceites
esenciales en el manejo integrado de plagas, se utilizaron tres concentraciones que
corresponden a la CLso, CLsp ¥y CLgo de los aceites de F. vulgare, T. coronopifolia, T.
lemmonii y T. terniflora determinadas en experimentos preliminares (Capitulo 111) (Cuadro
4.1).

Cuadro 4.1 Aceites esenciales y concentraciones evaluadas en pruebas de compatibilidad

Aceites esenciales Concentraciones (mg mL™)
CLso CLso CLso
Foeniculum vulgare 0.03 0.19 3.65
Tagetes coronopifolia 0.03 0.11 1.03
Tagetes lemmonii 0.01 0.05 1.69
Tagetes terniflora 0.02 0.21 7.12

4.4.4 Parasitismo de T. radiata. Se colocaron de 30 a 35 ninfas de D. citri de 3ery
4° instar sobre brotes jovenes de Citrus sinensis var. ‘Valencia’, mediante un pincel de
cerdas suaves. Los brotes infestados se aislaron individualmente con un frasco de
polietileno transparente de 150 mL de capacidad y tapa hermética, con una ventana lateral
(3.5 x 3.5 cm) cubierta con tela de organza para permitir su ventilacion, lo que constituyo la
unidad experimental (Fig. 4.1). Con ayuda de un microaspirador bucal, se tomaron adultos
del parasitoide de 3 a 6 dias de emergidos de la cria permanente y dos horas en ayuno
previo, los cuales se introdujeron por parejas (1, 2 6 3) a la unidad experimental a través de
un orificio lateral (& = 1 cm). Las plantas con los brotes infestados se dispusieron al azar en
una cdmara de cria (25 + 3 °C; 12:12 de fotoperiodo). Se realizaron cinco repeticiones por

tratamiento. Los parasitoides se retiraron 24 6 48 h después de la infestacion.
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Figura 4.1 Dispositivo usado en los bioensayos con el parasitoide Tamarixia radiata.

Cada brote se retird a los 10 d y se revisé cuidadosamente bajo un microscopio
estereoscopico (10 - 45 X) para registrar el nmero de adultos emergidos, tanto del psilido
como del parasitoide y el nimero de ninfas parasitadas. Se calculé el porcentaje de

parasitismo mediante la férmula propuesta por Qureshi et al. (2009):

No. de porositoides emergidos

F iti = X100
arasitismo (%) No. de hospederos emergidos + No. de parasitoides emergidos

4.4.5 Toxicidad de aceites en adultos de T. radiata. Se evalu6 la toxicidad de los
aceites esenciales de F. vulgare, T. coronopifolia, T. lemmonii y T. terniflora en adultos de
T. radiata con 2 h de ayuno previo. Los insectos se sometieron a -4 °C por 90 seg para
facilitar la aplicacion de los tratamientos (Smith y Olson, 1982; Chaskopoulou et al., 2009).
Posteriormente, los adultos se colocaron sobre un disco de papel secante, donde fueron
asperjados con 1.5 mL de solucién final de cada tratamiento (Cuadro 4.1) por unidad
experimental, mediante un atomizador manual de 5 mL de capacidad. El testigo consisti6
en la aplicacion de una solucién acuosa con Tween 20 al 0.1 % (Hall y Nguyen, 2010). Los
insectos tratados se transfirieron a frascos transparentes de poliestireno (27 x 50 mm), con
tapa tipo clic perforada finamente para permitir la ventilacion, a los que previamente se les
habian colocado dos lineas de solucién de miel Karo® al 1 % como sustrato de

alimentacion de los parasitoides. Los frascos se mantuvieron en una cdmara de cria (25 + 3
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°C; 12:12 de fotoperiodo). La mortalidad se registr6 a las 24 y 48 h después de la
aplicacion, considerando individuo muerto aquel que no tuvo capacidad de caminar, saltar o

volar.

4.4.6 Pruebas de compatibilidad. Se evalu6 la compatibilidad de los aceites
esenciales con los parasitoides a traves de dos experimentos. En el primero (aceites -
parasitoides), se asperjo un grupo de ninfas de tercer y cuarto instar de D. citri dispuestas en
brotes de Citrus sinensis Var. ‘Valencia’ con la CL3o, CLsg 0 CLgo de cada aceite (Cuadro
4.1); 24 h después de la aplicacion se expusieron las ninfas a tres parejas de T. radiata por
48 h, dentro de un frasco transparente de 150 mL de capacidad. En el segundo experimento
(parasitoides - aceites), las ninfas se expusieron primero a las tres parejas de parasitoide por

48 h 'y después se trataron con la CLso, CLso y CLgo de cada aceite.

En ambos experimentos se incluyd un testigo absoluto donde solo se asperjé una
solucion acuosa con tween 20 al 0.1 % sin la presencia de parasitoides, y un testigo donde
no se realizé ninguna aspersion y solo se expusieron las ninfas a los parasitoides. En todas
las pruebas, la unidad experimental consistié en un brote de C. sinensis con 30 a 35 ninfas
de tercer y cuarto instar de D. citri; en total se realizaron cinco repeticiones por tratamiento.
La mortalidad ninfal se registr6 a los 7 d; se consideraron como ninfas depredadas (host-
feeding) aquellas que presentaron solidificacion de la hemolinfa y adherencia de las ninfas a
la hoja de naranja debido a la hemolinfa derramada, y las que carecian de simetria dorsal
(Vizcarra-Valdez, 2013a). También se determiné el porcentaje de parasitismo al considerar
la presencia de larva y pupa del parasitoide (Fig. 4.2) o bien, ninfas de D. citri con orificios

de emergencia del parasitoide.

4.4.7 Analisis estadistico. La mortalidad obtenida en las cinco repeticiones en el
testigo absoluto (< 12 %) se utilizé para corregir la mortalidad de los tratamientos en cada
uno de sus niveles mediante la ecuacion de Abbott (1925). Se realiz6 un ensayo factorial 4
(aceites) x 3 (concentraciones) x 2 (tiempos) con cinco repeticiones. Los datos de
mortalidad se transformaron mediante log (Y + 1), para ser sometidos al andlisis de
varianza (Proc GLM, SAS) (SAS Institute, 1999) y la prueba de comparacion de medias

(Tukey, P < 0.05). Cada combinacion de los datos obtenidos de las pruebas de
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compatibilidad se analiz6 separadamente. Para cada combinacion, el nimero de ninfas
muertas para cada caso- ya se por los aceites (F. vulgare, T. coronopifolia, T. lemmonii, T.
terniflora), concentraciones (CLso, CLso y ClLso) 0 momentos de aplicacion (aceite-
parasitoide y parasitoide-aceite)- fueron analizados mediante regresion logistica. La
presencia de mas variabilidad en los datos de los esperados bajo los supuestos binomiales
(exceso de dispersion) se uso distribucion de Fisher, en vez de probar la distribucion de X2.

Los andlisis se realizaron utilizando el paquete estadistico Genstat (Payne et al., 2005).

Figura 4.2 Estados de desarrollo de Tamarixia radiata. A = larva; B = prepupa; Cy D =

pupa.
4.5 RESULTADOS

4.5.1 Parasitismo de T. radiata. El porcentaje de parasitismo de T. radiata sobre
ninfas de 3er y 4° instar de D. citri aument6 al incrementar el nimero de parejas del
parasitoide y su tiempo de exposicion (Fs23, P= 0.0001). Al exponer una pareja del
parasitoide por 24 h a las ninfas se registré 11.5 % de parasitismo, 27.9 % con dos parejas y

35.6 % con tres parejas de T. radiata (Fz211, P= 0.04) (Fig. 4.3 a). El parasitismo se
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incremento 2.9 X (32.9 %) al exponer una pareja de T. radiata por 48 h, 1.7 X (48.8 %) en
dos y 2.0 X (72.5 %) en tres parejas del parasitoides con respecto a las 24 h (F2,11, P=
0.0009) (Fig. 4.3 b).

4.5.2 Toxicidad de aceites en adultos de T. radiata. En las pruebas de toxicidad de
adultos de T. radiata se encontrd que los cuatro aceites esenciales evaluados tuvieron un
efecto tdxico similar a las 24 h después de su aplicacion (Fzse, P < 0.05). Sin embargo, la
sobreviviencia de los parasitoides se afectd después de 48 h de la aplicacion de T.
terniflora, seguida en orden decreciente por T. coronopifolia, T. lemmonii y F. vulgare
(Fas9, P < 0.0001). Con respecto a las concentraciones letales evaluadas, la mayor
mortalidad del parasitoide se obtuvo al aplicar la CLso y CLgo de T. terniflora (26.7 + 4.6y
34.4 + 7.2), seguida por T. coronopifolia (15.8 £ 6.8; 17.8 + 9.0), T. lemmonii (10.4 £ 6.5;
15.6 £ 7.7) y F. vulgare (6.6 = 8.6; 9.9 £ 7.0) a 48 h después de su aplicacion (Fz 39, P=
0.0007; 0.0042). Finalmente, los cuatro aceites esenciales evaluados mostraron un efecto
similar en la mortalidad de T. radiata al aplicar las CL3o a las 24 y 48 después de su

aplicacion (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2 Toxicidad de cuatro aceites esenciales (% mortalidad + SD) en adultos del

parasitoide Tamarixia radiata.

Trat. F. vulgare T. coronopifolia T. lemmonii T. terniflora

24 48 h 24 48 h 24 48 h 24 48 h

Clago 10.3+7.9 9.9+7.0 184472 17.8+9.0 7.2¢45 156+7.2  20.6%7.7 34.4+7.2

Clso 6.4+54  6.6+8.6 0.2+39  15.846.8 8.2+59 10.4+65 16.4+6.9 26.7+4.6

Clao 7.8+5.7 8.2+¥49 10.2+3.3 105+#59 52451 6.2+6.6 54+39  20.0+10.1
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Figura 4.3 Parasitismo (%) de Tamarixia radiata (a) a las 24 y (b) 48 h de exposicién a

ninfas de Diaphorina citri.
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4.5.3 Pruebas de compatibilidad.

4.5.3.1 Parasitismo. EIl andlisis estadistico del nimero de ninfas parasitadas no
indico diferencias entre la interaccion del orden de la aplicacion de los aceites o el
parasitismo (aceite-parasitoide O parasitoide-aceite), el aceite esencial involucrado y las
concentraciones evaluadas (Fe 159, P = 0.806). El porcentaje total de ninfas parasitadas por
T. radiata en el testigo difiere de los porcentajes obtenidos en los tratamientos con aceites
esenciales combinados (F1,159, P < 0.001), con la mayor proporcion de ninfas parasitadas

encontradas en el testigo, respecto a los aceites en su conjunto (Fig. 4.4).

0.40 - [ Testigo parasitoide

E Aceites esenciales

0.15

Proporcion de ninfas de D. citri

0.10

0.05 1

0.00
Parasitismo Depredacion

Figura 4.4 Parasitismo y depredacion de Tamarixia radiata en ninfas de Diaphorina citri
tratadas con los cuatro aceites esenciales (dato promedio), en comparacion con

un testigo al que s6lo se expuso a tres parejas del parasitoide.

Las tres concentraciones letales evaluadas mostraron diferencias significativas sobre
el parasitismo de T. radiata (F2,150, P < 0.001). La mayor proporcion de ninfas parasitadas
se encontré en la CLszp (0.1438 + 0.015), sequida por la CLso con 0.060 + 0.010 y
finalmente con la CLgo 0.030 £ 0.007 (Fig. 4.5a). De igual forma, la interaccién entre el
aceite y el orden de aplicacién tuvieron un efecto significativo en el parasitismo de T.
radiata (Fsis9, P = 0.005). Cuando se aplico primero el aceite y posteriormente el

parasitoide, la mayor proporcién de ninfas parasitadas se presenté con el aceite esencial de
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T. coronopifolia (0.127 £ 0.024) y T. terniflora (0.086 + 0.020), con respecto a la aplicacion
de parasitoide-aceite. Sin embargo, el aceite de F. vulgare se comportd de manera diferente,
con mayor proporcion de ninfas parasitadas (0.090 + 0.020) al exponerlas primero al
parasitoide y posteriormente a la aplicacion del aceite. El aceite de T. lemmonii se comporto
de forma similar en ambos periodos de aplicacién (0.097 + 0.020 y 0.088 + 0.020) (Fig. 4.5
b). De manera general, la mayor proporcion de ninfas parasitadas se encontré con la
aplicacion de la CLso del aceite esencial de T. lemmonii (0.189 * 0.027), seguida en orden
descendiente por T. coronopifolia (0.156 + 0.025), T. terniflora (0.119 = 0.021) y F.
vulgare (0.110 + 0.022), sin importar el orden de aplicacion respecto al parasitismo. Con la
aplicacion de la CLso de T. coronopifolia y T. lemmonii se registro el mayor parasitismo,
mientras que con la aplicacion de la CLgo de los cuatro aceites se presentd un parasitismo de
1la4 % (Fig. 4.5 c).

4.5.3.2 Depredacion. El andlisis estadistico del numero de ninfas depredadas no
indicd diferencias entre la interaccion del orden de aplicacion (aceite-parasitoide 6
parasitoide-aceite), el aceite esencial aplicado y la concentracién evaluada (Fs159, P =
0.947). El porcentaje total de ninfas depredadas por T. radiata en el testigo y en los
tratamientos con aceites esenciales combinados, difieren estadisticamente (F1,159, P <
0.001). EI testigo al que sblo se expuso a tres parejas del parasitoide presentd mayor
proporcion de ninfas depredadas (0.298 + 0.013) con respecto a los tratados con los aceites

esenciales en su conjunto (0.206 + 0.007) (Fig. 4.4).

La interaccion entre el orden de aplicacion y las concentraciones evaluadas fue
significativa en la proporcion de ninfas de D. citri depredadas (F2,1s9, P < 0.001). La mayor
proporcién de ninfas depredadas (0.349, 0.310 y 0.281) se encontrd cuando se expusieron
primero al parasitoide T. radiata y posteriormente a la aplicacion de los aceites en las tres
concentraciones letales evaluadas. No obstante, al aplicar primero el aceite la mayor
proporcion de ninfas consumidas se encontro en las CL3o"s (0.190 + 0.019) y CLso’s (0.084
+ 0.013). Al aplicar las CLgo’s se encontro que el parasitoide no se alimentd sobre ninfas
tratadas (Fig. 4.6 a).
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Figura 4.5 Efecto de (a) las concentraciones letales de los aceites esenciales y (b) orden

de aplicacion (aceite-parasitoide ¢ parasitoide-aceite) en el parasitismo de

ninfas de Diaphorina citri. (c) Componentes de la mortalidad total

(parasitismo, depredacion y mortalidad por aceite) por la interaccién del tipo

de aceite y las concentraciones evaluadas.
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La interaccion entre el orden de aplicacion y los aceites esenciales evaluados fue
significativa en la proporcion de ninfas depredadas (Fsise, P < 0.001). La mayor
proporcion de ninfas depredadas (de 0.250 a 0.356) se encontré cuando éstas se
expusieron primero al parasitoide y posteriormente al aceite. Sin embargo, los aceites
esenciales de F. vulgare, T. coronopifolia y T. lemmonii se comportaron de forma
similar (0.093, 0.095 y 0.122) en depredacién de ninfas al aplicar primero el aceite y
posteriormente al exponerlas al parasitoide, a diferencia de T. terniflora que afectd
negativamente la alimentacion de T. radiata (0.050) (Fig. 4.6 b). En general, en la
interaccidn de los aceites con las concentraciones evaluadas no presentaron diferencias
significativas en la depredacion de T. radiata sobre ninfas de D. citri (Fes 159, P = 0.913).
La mayor proporcién de ninfas depredadas se encontrd al aplicar la CLsg del aceite de T.
coronopifolia (0.283 + 0.031), seguida en orden decreciente por T. lemmonii (0.281 +
0.311), F. vulgare (0.279 £ 0.031) y T. terniflora (0.248 + 0.278). Con la aplicacion de
la CLso de los aceites de T. coronopifolia, T. terniflora, F. vulgare y T. lemmonii se

encontraron depredaciones que van de 17 a 23 % (Fig. 4.5 c).
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Figura 4.6 Efecto de (a) las concentraciones letales y (b) el orden de aplicacion de los
aceites esenciales sobre ninfas depredadas. NoOtese el efecto de la

depredacion como parte de los componentes de mortalidad total (Fig. 4.5 c).
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4.5.3.3 Mortalidad por aceites esenciales. El andlisis estadistico de la
mortalidad de ninfas por efecto de los aceites esenciales no indico diferencias
significativas entre aceites aplicados (Fs,1s9, P = 0.881) e la interaccion entre los aceites
aplicados y las concentraciones evaluadas (Fs,159, P = 0.716). El orden de aplicacion de
los aceites respecto al parasitismo, afectd la sobrevivencia de las ninfas de D. citri
(Fis9, P < 0.001). La aplicacion de los aceites esenciales en primer lugar y
posteriormente la liberacion del parasitoide presentd mayor mortalidad de ninfas (0.585

+ 0.010), con respecto a la aplicacion en orden inverso (0.511 + 0.011).

La interaccion entre el orden de aplicacién con las concentraciones letales
evaluadas presenta diferencias significativas (F2,150, P < 0.001) en la mortalidad de
ninfas. Se encontrd que ésta mortalidad fue similar en las CLso’s (0.346 y 0.377) y
CLso’s (0.536 y 0.520) en los dos drdenes de aplicacion. Sin embargo, la proporcion de
ninfas muertas fue mayor al aplicar primero las CLgo’s de los aceites y después exponer
al parasitoide (0.864 + 0.013), que a la inversa (0.630 + 0.018) (Fig. 4.7 a). La
interacion entre el orden de aplicacion y los aceites evaluados mostré diferencias en la
mortalidad de las ninfas del psilido (Fs1se, P = 0.029). Los aceites de F. vulgare, T.
lemmonii y T. terniflora actuaron de manera similar en los dos 6rdenes de aplicacion;
sin embargo, T. coronopifolia presentd mayor proporcién de ninfas muertas (0.618 +
0.020) al aplicar primero el aceite que al exponer las ninfas al parasitoide (0.492 +
0.022) (Fig. 4.7 b). En general, las concentraciones letales evaludas se comportaron de
forma similar para los cuatro aceites esenciales, con la aplicacion de las CLgo’s de los
cuatro aceites evaluados se encontrd una proporcion de mortalidad de 0.72 a 0.77,
seguido por las CLso’s (0.51 a 0.53) y las CLso’s de 0.34 a 0.39 (Fig. 4.5 c).

En ambas pruebas y en las tres concentraciones evaluadas (CL3zo, CLso Y CLgo),
las ninfas de D. citri mostraron deshidratacion y remocion de grasa corporal, adhesion
de las antenas al cuerpo, coloracion brillante del cuerpo, con uno o los dos primordios
alares retraidos hacia la parte ventral y con dafio en la superficie de las facetas lo cual
ocasion6 derrame del pigmento ocular. Estos son algunos efectos que fueron
ocasionados por la aplicacion de los aceites esenciales. Ademas, con el aceite de T.
coronopifolia se encontré una inhibicion de muda como efecto subletal de la CL3o (Fig.
4.8).
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Figura 4.7 Proporcion de mortalidad de ninfas de D. citri por efecto de (a) la
concentracion letal y (b) el orden de aplicacion (aceite-parasitoide 6
parasitoide-aceite esencial) de los aceites esenciales. Notese el efecto de la
mortalidad por aceites esenciales como parte de los componentes de

mortalidad total (Fig. 4.5 c).
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Figura 4.8 Efectos de los aceites esenciales sobre ninfas de Diaphorina citri. (a, b)
Inhibicion de la muda, (c) remocion de grasa corporal, (d) primordios alares
retraidos hacia la parte ventral, (e) deshidracion y coloracion brillante del

cuerpo, Yy (e, f) derrame del pigmento ocular.
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4.6 DISCUSION

4.6.1 Toxicidad de aceites en adultos de T. radiata. La toxicidad de los aceites
esenciales de las cuatro especies de plantas arométicas evaluadas sobre adultos de T.
radiata vario de 6.2 + 6.6 a 34 £ 7.2 en las tres concentraciones evaluadas. De acuerdo
con la clasificacion de la IOBC/WPRS (Sterk et al., 1999), los aceites de F. vulgare, T.
coronopifolia, T. lemmonii a las 24 y 48 h, y T. terniflora a las 24 h fueron selectivos
para adultos de T. radiata (Categoria 1; mortalidad <30 % IOBC). En cambio, a las 48 h
de aplicar las tres concentraciones (CLso, CLsoy CLso), el aceite de T. terniflora resulto
ligeramente nocivo (Categoria 2: 30-79 % IOBC). Estos resultados son similar a los
reportados por lannacone y Alvarifio (2010) con el extracto acuoso de Schinus molle
(Anacardiaceae) sobre larvas de Ceraeochrysa cincta Schneider (Neuroptera:
Chrysopidae) y adultos de Orius insidiosus Say (Hemiptera: Anthocoridae). Los
resultados coinciden también con los de Luna-Cruz et al. (2011; 2015) con la aplicacion
del producto botanico PHC NEEM® sobre el parasitoide Tamarixia triozae Burks

(Hymenoptera: Eulophidae).

Diversos autores sefialan que los enemigos naturales presentan a menudo mayor
susceptibilidad a la persistencia de insecticidas con respecto a la plaga (Croft, 1990;
Stark et al., 1992; Ruberson et al., 1998). La hipotesis de este estudio fue que al menos
un aceite esencial fuera selectivo a los adultos de T. radiata. De los cuatro aceites
evaluados, F. vulgare y T. lemmonii presentaron una mortalidad del parasitoide menor
al 19 %, similar al reportado por Cocco y Hoy (2008) con aceite de petréleo al 2 %, lo
cual soporta la hipoétesis planteada. Asimismo coinciden también con Villanueva-
Jiménez y Hoy (1998), quienes reportan que la azadirachtina sola, el aceite de nim y el
producto Neemix® al aplicar 0.688 ml/L, 1.5 ml/L y 3 ml/L no afectan la sobrevivencia
de adultos del parasitoide del minador de la hoja de los citricos Ageniaspis citricola
Logvinovskaya (Hymenoptera: Encyrtidae). Sin embargo, los resultados de la
selectividad de F. vulgare y T. lemmonii sobre T. radiata se contraponen con lo
indicado sobre la persistencia de insecticidas a enemigos naturales. El reducido efecto
de estos aceites esenciales sobre el parasitoide, posiblemente se debe a que son de bajo
peso molecular y altamente volatiles (Miresmailli e Isman, 2006), lo cual los hace
especificos para ciertos insectos y con modo de accion Unicos, con baja toxicidad para

organismos de control bioldgico, el hombre y otros mamiferos (Isman, 2000).
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4.6.2 Pruebas de compatibilidad. En las pruebas de compatibilidad se obtuvo
mayor proporcién de parasitismo y depredacion (0.315 y 0.298) en el testigo al que s6lo
Se expuso a tres parejas del parasitoide, en comparacion con los tratados con el aceite en
su conjunto. El parasitismo en el testigo coincide con lo reportado por diversos autores,
quienes mencionan que T. radiata puede llegar a parasitar entre 34 a 71 % de ninfas de
tercer y cuarto instar de D. citri (Chien et al., 1991; Vizcarra-Valdez et al., 2013b; Sule
et al., 2014). Con respecto a la depredacion, la proporcién de ninfas de D. citri
depredadas varié de 0.250 a 0.356 al exponer en primer lugar el parasitoide; dato
diferente al reportado por Vizcarra-Valdez et al. (2013a), quienes indican que T. radiata
puede depredadar hasta un 56.3 %. Mientras que para T. triozae se reporta un promedio
de 181 ninfas depredadas (4.5 a 10 ninfas por dia) de Bactericera cokerelli Sulc.

(Hemiptera: Triozidae) (Ceron-Gonzalez et al., 2014).

La interaccion entre aceites esenciales de plantas con agentes de control
bioldgico de plagas no se ha estudiado ampliamente. La aplicacion de los aceites
esenciales en las pruebas de compatibilidad afectd el proceso de aceptacion en la
alimentacion y la oviposicion con respecto al testigo, al que sélo se expuso a tres parejas
del parasitoide. Onagbola et al. (2009) indica que la busqueda del hospedero se lleva a
cabo mediante la presencia de sensilas placoideas presentes en las antenas de los
parasitoides, con la finalidad de detectar las kairomanas emanadas del hospedero. Sin
embargo, estos tienen la capacidad de evaluar y seleccionar a sus hospederos no
contaminados por sustancias toxicas (Husain y Nath, 1923; Tremblay et al., 2008;
Rehman y Powell, 2010).

En esta investigacion se encontr6 parasitismo superior al 10 % en ninfas tratadas
con la CLso de los cuatro aceites esenciales evaluados; esto posiblemente se debe a que
se aplico una dosis subletal al parasitoide, o a la pérdida de energia como mecanismo de
defensa del hospedero al tratar de degradar moléculas toxicas haciéndolas propensas al
parasitismo. Villanueva-Jiménez y Hoy (1998) reportan un porcentaje de parasitismo de
A. citricola de 83.4 % al aplicar un cuarto de la dosis recomendada en campo de aceite
de nim; sin embargo, el parasitismo se redujé (63 %) al aplicar dos veces la dosis
recomenda del aceite; estos autores clasificaron a este aceite como un producto selectivo
al parasitoide A. citricola. Otro factor importante a considerar en el parasitismo y

depredacion es el orden de aplicacion de los aceites esenciales, como se encontro en el
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presente estudio donde se obtuvo mayor parasitismo y depredacion al exponer primero
al parasitoide y posteriormente realizar la aplicacion del aceite, en comporacion con el
orden inverso. Resultado similar fue encontrado por Garcia (2003), quien reporta mayor
depredacion y parasitismo de Encarsia formosa Gahan (Hymenoptera: Aphelinidae)
sobre la mosca blanca Trialeurodes vaporariorum West. (Hemiptera: Aleyrodidae)
antes de la aplicacion de los hongos entomopatdgenos Paecilomyces fumosoroseus

(Wize) Brown & Smith y Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin.

La susceptibilidad de ninfas tratadas con dosis subletales (CL3zo) de aceites
esenciales a los parasitoides no se ha estudiado, a diferencia de los hongos
entomopatogenos, donde hay una interaccion positiva entre los agentes de control
(Rosenheim et al., 1995). Powell et al. (1986) mencionan que la presencia de los
parasitoides incrementa significativamente la mortalidad de los hospederos por efecto de
los hongos entomopatdgenos aplicados 48 h después de la exposicién a los parasitoides.
Por otro lado, en esta investigacion la presencia de menor parasitismo en el aceite
esencial de T. coronopifolia y T. terniflora después de la exposicion al parasitoide,
posiblemente se deba a la mortalidad tanto del hospedero como del parasitoide en su
estado de huevo, causada por la exposicion directa de las concentraciones de los aceites.

Aspecto estudiado ampliamente en insecticidas quimicos (Tanaka y Minakuchi, 2012).
4.7 CONCLUSIONES

El mayor parasitismo de ninfas de D. citri se encontrd al exponerlas a tres
parejas de Tamarixia radiata por 48 h, en comparacion con la exposicion a una o dos
parejas y por 24 h. Los aceites de Foeniculum vulgare, Tagetes coronopifolia y T.
lemmonii resultaron selectivos a T. radiata, mientras que el de T. terniflora resultd
ligeramente nocivo para el parasitoide. En pruebas de compatibilidad de aceites con el
parasitoide, la mayor proporcion de ninfas parasitadas y depredadas se encontraron en el
testigo, en el que se expusieron las ninfas a tres parejas de T. radiata. Al aplicar la CL3zg
del aceite esencial de T. lemmonii se alcanzé la mayor proporcion de ninfas parasitadas,
seguida por T. coronopifolia, T. terniflora y F. vulgare. La mayor depredacion se
registro cuando se expusieron las ninfas primero al parasitoide y posteriormente a la
aplicacion de los aceites. Con la aplicacion de la CLgo de los aceites se encontré que el

parasitoide no se alimento sobre las ninfas tratadas. La mayor depredacion de ninfas se
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obtuvo al aplicar la CLso del aceite de T. coronopifolia, seguida por T. lemmonii, F.
vulgare y T. terniflora. La mortalidad de ninfas por efecto de los aceites fue
directamente proporcional a las tres concentraciones de los aceites evaluadas (CLaso,
CLso y CLso). Existe compatibilidad entre el parasitoide T. radiata y los aceites de T.
coronopifolia, T. lemmonii y F. vulgare para el manejo integrado de D. citri, siempre y

cuando las ninfas se expongan primero al parasitoide y después a la CL3o de los aceites
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CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES

Se identificaron méas del 98 % de los compuestos presentes en los analisis
fitoquimicos de los aceites esenciales de las siete plantas aromaticas evaluadas. El
compuesto principal en el aceite esencial de F. vulgare fue anetol (con 47.67 % de
abundacia relativa); en R. officinalis (-)-alcanfor (24.05 %); en S. molle
biciclo[3,1,0]hexano, 4-metil-1-(1-metiletil)-, didehidro (27.74 %); en T. coronopifolia
verbenona (30.74 %); en T. lemmonii 4-etil-4-metil-1-hexano (35.21 %); en T. lucida 4-
alilanisol (36.01 %) y en T. terniflora trans-tagetona (28.65 %). Fue comun la presencia
de p-ocimeno, 4-etil-4-metil-1-hexano, anetol, trans-tagetona, cis-tagetona, verbenona,

cis-verbenona y B-cariofileno en las cuatro especies de Tagetes.

En los bioensayos de actividad bioldgica de las siete plantas contra Diaphorina
citri, los extractos acuosos y etanolicos de T. coronopifolia, T. erecta y T. lucida, y los
aceites de S. molle y R. officinalis no mostraron efecto téxico ni repelente sobre adultos
y ninfas de la plaga. Sin embargo, la supervivencia de las ninfas se vi6 afectada por la
aplicacion de aceites esenciales de F. vulgare, T. coronopifolia, T. lemmonii y T.
terniflora a 10 mg mL, aunque los aceites de T. coronopifolia y T. lemmonii fueron los
mas toxicos a nivel de CLso y CLgo. En adultos de D. citri, los aceites de F. vulgare, T.
coronopifolia y T. terniflora fueron toxicos a partir de 20 mg mL™, después de 24 h de
exposicion. Las concentraciones mayores a 3.5 mg mL? de los aceites de T.

coronopifolia, T. lucida y T. terniflora fueron repelentes a adultos de D. citri.

La eficiencia del parasitoide T. radiata en el manejo de D. citri estuvo
determinada por el tiempo de exposicion de las ninfas y el numero de parejas de
parasitoides evaluados. La mayor tasa de parasitismo se encontrd al exponer tres parejas
de parasitoides a ninfas de tercer y cuarto instar por un periodo de 48 h, en comparacién

con las 24 h.

Los bioensayos de toxicidad de los aceites esenciales sobre adultos de T. radiata
revelaron que F. vulgare, T. coronopifolia y T. lemmonii fueron selectivos al
parasitoide; mientras que el aceite de T. terniflora resultd ligeramente nocivo, segun los

estandares del Organismo Internacional de Control Bioldgico.
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En pruebas de compatibilidad de los aceites con el parasitoide, el testigo que no
fue tratado con aceites presentd6 mayor proporcion de ninfas parasitadas y depredadas
(0.315y 0.298). Las CLso de los aceites presentaron mayor parasitismo (0.1438 £ 0.015)
y depredacion (0.273 £ 0.015), seguida por la CLso (0.060 + 0.010 y 0.202 + 0.013) y
finalmente con la CLgo (0.030 + 0.007 y 0.146 £ 0.010), sin importar el orden de
exposicion del aceite o del parasitoide. Sin embargo, la mayor depredacion (0.349,
0.310 y 0.281) se registré cuando se expusieron las ninfas primero al parasitoide y
posteriormente a la aplicacion de los aceites. En general, el mayor parasitismo (0.189 +
0.027) y la mayor depredacién (0.281 + 0.311) se encontraron con la aplicacién de la
CLao del aceite esencial de T. lemmonii, seguido por T. coronopifolia (0.156 + 0.025 y
0.283 £ 0.031), T. terniflora (0.119 + 0.021 y 0.248 + 0.278) y F. vulgare (0.110 +
0.022 y 0.279 + 0.031). La mortalidad de ninfas ocasionada por los aceites fue

directamente proporcional a sus concentraciones evaluadas (CL3zo, CLso y CLso).

Existe compatibilidad entre el parasitoide T. radiata y los aceites de T.
coronopifolia, T. lemmonii y F. vulgare para el manejo integrado de D. citri, siempre y

cuando las ninfas se expongan primero al parasitoide y despues a la CL3o de los aceites.

En general, las substancias vegetales son una herramienta para integrarse al
manejo bioracional del psilido asiatico de los citricos, ya que no resolveran de manera
unilateral este problema. Se necesita investigar la interaccion de T. coronopifolia, T.
lemmonii y F. vulgare con el parasitoide T. radiata en campo. Ademas, se requiere
definir los modos de accion de estos aceites sobre el insecto, la volatilidad de las
moléculas, la influencia de condiciones ambientales, asi como su compatibilidad con
otros enemigos naturales y otras alternativas de manejo, con el fin de definir mejor

formas précticas de manejo.
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