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MODO DE ACCION Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE ACEITES MINERALES EN
EL MANEJO DE Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE)

Mario Apaez-Barrios, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

Diaphorina citri Kuwayama es una de las plagas méas importantes de citricos debido a que es
el vector de Candidatus Liberibacter asiaticus, agente causal del Huanglongbing (HLB). Su
manejo se basa en el uso de insecticidas y recientemente se ha explorado el uso de productos
alternativos de manejo, como los aceites minerales, por lo que el objetivo del presente trabajo fue
determinar la actividad toxica, repelente, e inhibitoria de la oviposicion de los aceites minerales
Akaroil®, Anasef-T®, Saf-T-Side® y Stylet Oil® sobre D. citri, asi como documentar
fotograficamente algunas de las alteraciones en el integumento de ninfas causadas por los aceites.
La toxicidad sobre ninfas y adultos se determind mediante aplicacion tdpica de los aceites en el
pronoto, mientras que la actividad toxica sobre huevos e inhibicidn de la oviposicion por el método
de aplicacién residual. La repelencia se determind al exponer adultos a una hoja de naranja
Valencia previamente tratada. Los cuatro aceites minerales causaron niveles bajos de toxicidad en
adultos (mortalidad < 38%) a 35 mg-mL1. En cambio, en ninfas los aceites ocasionaron toxicidad
de 100% a la dosis alta y con mortalidad significativa > 50% a partir de 6 mg-mL™. En huevo,
dosis de 1 mg-mL"! fueron suficientes para inhibir hasta en 90% la ovoposicién. Todos los aceites
evaluados causaron actividad repelente significativa > 90% a 35 mg-mL™, no obstante, ésta
disminuyo a concentraciones por debajo de 10 mg-mL*. Como repelente sobresalio el aceite Saf-
T-Side (CRso= 0.14 mg-mL™?), sequido de Anasef-T, Akaroil y Stylet-Oil, con CRsode 1.33, 1.92
y 3.32 mg'mL, respectivamente, a las 24 h. Los cuatro aceites evaluados afectaron adversamente
la integridad de las ninfas tratadas. En todos los casos y en comparacion con el testigo, se observo
una notoria reduccion del espacio interno (celoma) del cuerpo de la ninfa, degradacion celular y
compactacion de organos internos. Por tanto, se infiere que los aceites minerales representan una
herramienta util en el manejo integrado de D. citri.

PALABRAS CLAVE: Citricos, Psilido Asidtico de los Citricos, huanglongbing, insecticidas

alternativos.



MODE OF ACTION AND BIOLOGICAL ACTIVITY OF MINERAL OILS IN THE
MANAGEMENT OF Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE)

Mario Apaez-Barrios, M. Sc.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Diaphorina citri Kuwayama is one of the most important pests in citrus orchards and is associated
with transmission of Huanglongbing (HLB), a disease caused by the bacterium Candidatus
Liberibacter asiaticus Chemical insecticides are currently the most common control strategy used;
however, other alternatives such as the use of mineral oils has been considered. Based on this, we
studied the toxicity, repellence and the inhibitory oviposition activity by the commercial mineral
oils Akaroil®, Anasef - T®, Saf-T - Side® and Stylet Oil® on D. citri. In addition, the histological
alterations caused by these mineral oils in the nymphs’ integument were documented
photographically. The toxicity against nymphs and adults was determined by topical application
of different concentrations of oils on the pronotum, while toxic activity on eggs and inhibition of
oviposition by the residual application method. Repellency was determined by exposing adults to
previously orange leaves treated with different concentration of mineral oils. The four mineral oils
caused an average of 38% mortality at a concentration of 35 mg-mL™. However, a 100% mortality
was obtained when the mineral oils were tested on nymphs at the highest concentration. with
significant mortality > 50% from 6 mg-mL™. Doses as low as 1 mg-mL™ were enough to inhibit
the oviposition in up to 90%. All tested oils caused significant > 90% repellent activity to 35
mg-mL™?, however, this decreased to concentrations below 10 mg'mL™. The greatest repellent
activity was achieved by the oilr Saf-T-Side oil (CRso = 0.14 mg-mL™), followed by Anasef-T,
Akaroil and Stylet Qil, with CRspof 1.33, 1.92, 3.32 mg-mL™?, respectively. All four evaluated oils
affected the integrity of the treated nymphs; in all cases and in comparison with nymphs from the
control treatment, it was observed a significant reduction on the internal space (coelom) of the
body, cell degradation and the compaction of internal organs. We conclude that mineral oils

represent a useful strategy within the integrated management of D. citri.

KEY WORDS: Citrus, Asian Citrus Psyllid, huanglongbing, alternative insecticides.
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1. INTRODUCCION

La citricultura mexicana constituye una actividad de suma importancia en el sector rural, con
una produccion de 7, 642,870 toneladas en una superficie de 559,023 hectéreas (SIAP, 2017). En
2012, México se posiciondé como el quinto pais productor de citricos en el mundo (SAGARPA,
2012). Dicha produccion se ve afectada por el Psilido Asiatico de los Citricos (PAC) Diaphorina
citri (Kuwayama) (Hemiptera: Liviidae) vector primario de Candidatus Liberibacter, causante de
la enfermedad més devastadora en citricos en el mundo conocida como Huanglongbing (HLB)
(Halbert y Manjunath, 2004; Halbert y Nufiez, 2004; Bové, 2006; Manjunath et al., 2008). El
manejo integrado del HLB se lleva a cabo mediante el empleo de varias practicas como el uso de
plantas certificadas, eliminacion de &rboles enfermos y control del vector (Qureshi y Stansly, 2007;
Mora et al., 2013; Lewis-Rosenblum et al., 2015). El control del vector es la estrategia
predominante y se realiza por medio del control quimico con insecticidas de diferente grupo
toxicoldgico (Boina et al., 2009), practica que ha repercutido, en algunos casos, en la creacion de
poblaciones resistentes a insecticidas (Tiwari et al., 2012; Garcia-Méndez et al., 2016),
contaminacion ambiental e impacto en la salud humana (Liu y Beattie, 2002; Montafa et al., 2008;
del Puerto et al., 2014).

Ademas del uso de insecticidas como principal estrategia de control se han explorado otros
productos para el manejo de plagas en diversos cultivos incluyendo citricos, como los aceites
derivados del petrdleo con accidn insecticida. Los aceites minerales se utilizan desde principios
del siglo XIX, para el control de plagas en citricos (Davidson et al., 1991; Ripollés et al., 1995;
Martinez et al., 2001; Chen et al., 2009; Hoy, 2011). Son efectivos contra un rango amplio de
insectos pequeiios y con poca movilidad (sésiles); escamas, moscas blancas, &caros, piojos
harinosos, afidos, psilidos, entre otros, los cuales quedan cubiertos por una fina pelicula de aceite

y por tanto mueren (Davidson et al., 1991; Rae et al., 1997; Childers, 2002).

La fitotoxicidad es el principal inconveniente en el uso de estos productos (Davidson et al.,
1991; Pérez y Montes, 1992). Razon por la cual se han desarrollo procesos de refinacion del
petréleo, ademas del uso de aditivos UV, lo que ha contribuido a la produccién de aceites con

caracteristicas aptas para uso agricola (Agnello, 2002; Hodgkinson et al., 2002). Diversas



referencias reportan que los aceites minerales son seguros a enemigos naturales, no promueven el
desarrollo de resistencia, presentan baja toxicidad a vertebrados y su degradacion es rapida en el
ambiente (Davidson et al., 1991; Beattie et al., 1995; Rae et al., 2006). Especificamente en citricos,
los aceites muestran efecto toxico y repelente contra el PAC (Leong et al., 2012; Yang et al.,
2013), ademas de efectos ovicidas mediante la alteracion en el intercambio de gases, coagulacion
del protoplasma, endurecimiento del corion, inhibicioén de la emergencia (Smith y Salkeld, 1966;

Leong et al., 2012).

El efecto toxico se asocia con la interaccion entre las propiedades fisico-quimicas del aceite y
las caracteristicas anatdmicas, fisioldgicas y de comportamiento del insecto (Riedl et al., 1995;
Rae et al., 1997; Stansly et al., 2002; Taverner, 2002; Nguyen et al., 2007); efecto que se
manifiesta como asfixia (Kallianpur et al., 2002; Taverner, 2002), ruptura del integumento,
alteracion de la actividad enzimatica y hormonal (Smith y Salkeld, 1966), disrupcion nerviosa,
narcosis, corrosion, disrupcion celular y/o desecacion (Rand et al., 1995). En cambio, la repelencia
se relaciona con la supresion de volatiles liberados por las plantas al formar una fina pelicula sobre
la superficie foliar y el efecto directo de los compuestos liberados por la degradacion del aceite,
ademas de la inhabilitacion de sitios de alimentacién y oviposicién (Rae et al., 1997; Stansly et
al., 2002; Mensah et al., 2005; Nguyen et al., 2007; Ouyang et al., 2008). En México se promueve
el uso de los aceites minerales para el combate de PAC en campo, ya sea empleandolos como
coadyuvantes y/o en combinacion con insecticidas convencionales (SENASICA, 2012) con

aparentes buenos resultados de control (Stansly, 2012).

Debido a que Meéxico es uno de los principales productores de citricos en el mundo, es
preocupante el panorama futuro, al tener presente a D. citri y C. Liberibacter en las principales
zonas productoras (Halbert y Nufez, 2004; Trujillo, 2010; Hall et al., 2013), por lo que es
importante la evaluacion de herramientas disponibles, que conlleven al manejo de las poblaciones

de D. citri y el control de la dispersion de C. Liberibacter.

El uso de los aceites minerales como coadyuvantes implica cierto riesgo al propiciar una mayor
presion de seleccion al aumentar la persistencia de los insecticidas quimicos. Por ello es importante

conocer si los aceites minerales poseen actividad biologica propia contra los diferentes estados de



desarrollo del PAC, para poder emplearlos individualmente. Se han realizado estudios sobre la
actividad biologica de los aceites minerales, mayormente en condiciones de campo, y se han
obtenido resultados inconsistentes. Por ello se planted como objetivos evaluar el efecto de los
aceites minerales sobre los diferentes estados de desarrollo de Diaphorina citri.



2. OBJETIVOS

Actualmente, la informacion sobre el modo de accidn y uso de aceites minerales, para el manejo

de D. citri es escasa. Por tanto, la presente investigacién tuvo como objetivos:

v Determinar la actividad repelente de aceites minerales en adultos de D. citri.
v Determinar la actividad toxica de aceites minerales en huevos, ninfas y adultos de D. citri.
v Determinar las alteraciones morfoldgicas ocasionadas por aceites minerales en ninfas del

quinto instar de Diaphorina citri.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Distribucién de Diaphorina citri — HLB en el mundo.

Diaphorina citri fue descrita por primera vez en Taiwan en 1907, es considerada una plaga
cuarentenaria y esta distribuida en todas las zonas citricolas del mundo. Actualmente se encuentra
en 63 paises de cinco continentes (América, Asia, Europa, Oceania y Africa) (EPPO, 2018),

mientras que Candidatus Liberibacter asiaticus esta distribuido en 56 paises.

Figura 1. Mapa de distribucion de Diaphorina citri en el mundo (Fuente: EPPO, 2018)
https://gd.eppo.int/taxon/DIAACI/distribution.

Figura 2. Mapa de distribucion de Candidatus Liberibacter en el mundo (Fuente: EPPO, 2018)
https://gd.eppo.int/taxon/LIBEAS/distribution


https://gd.eppo.int/taxon/DIAACI/distribution
https://gd.eppo.int/taxon/LIBEAS/distribution

3.2 Hospederos de Diaphorina citri

El Psilido Asiatico de los citricos (PAC), se alimenta principalmente de plantas de la familia
Rutaceae y una especie de la familia Moraceae, donde se incluyen al menos 43 especies dentro de
14 géneros (Aegle, Aeglopsis, Afraegle, Artocarpus, Atalantia Balsamocitrus, Citropsis, Citrus,
Clausena, Eremocitrus, Fortunella, Limonia, Merrillia y Microcitrus) (Halbert y Manjunath
2004). Aubert y Hua (1990), mencionan que tiene mayor preferencia por Limonaria (Murraya

paniculata) y limon mexicano (Citrus aurantifolia).

3.3 Ciclo de vida de Diaphorina citri

El ciclo de vida del PAC en limonaria (Murraya paniculata) se completa en 15 - 17 dias en
promedio. El PAC tiene un alto potencial reproductivo, con una produccion promedio de huevo
por hembra de 650-748 huevos (Tsai y Liu, 2000; Nava et al., 2007; Ramirez- Sanchez et al.,
2016). Fonseca et al. (2007), sefialan que la duracion del ciclo de vida de D. citri no se modifica
entre hospederos. La duracion en estado de huevo es de 4 dias, presenta cinco estadios ninfales
con una duracion aproximada de 13 dias (Ramirez- Sanchez ef al., 2016). El adulto llega a vivir

de 3 a4 meses y su desarrollo y ciclo de vida se altera en funcidn de las condiciones ambientales

(Yang et al., 20006).

3.4 Habitos

Los adultos de PAC no son de habitos migratorios, ya que tienen baja capacidad para el vuelo,
debido a que sus musculos alares no estan bien desarrollados, esto les dificulta su dispersion,
cuando se perturba su nicho tienden a saltar de una hoja a otra, solo se pueden mover de 3 a 5
metros de esta forma y asi dispersar la enfermedad en un lote de cultivo y formar colonias en
nuevos arboles (Lopez et al., 2005). Boina et al. (2009), determind que en tres dias se desplaza
hasta 100 metros y Lewis (2011), observd que se pueden dispersar hasta 2 km en un lapso de 12
dias. Para la dispersion a mayores distancias los insectos pueden elevarse de 5 a 7 metros y ser

arrastrados por el viento hasta 4 km o mas en funcion de la velocidad de las corrientes de aire

(Aurambout ef al., 2009).



Las ninfas y adultos se alimentan activamente sobre la superficie de hojas, peciolos, yemas
axilares y tallos jovenes. La oviposicion ocurre solamente en brotes tiernos, pliegues foliares,

peciolos, brotes axilares y tallos tiernos (Tsai y Liu, 2000).

Una de las formas de reconocimiento de PAC, es por la posicion de 45 ©, que adopta el adulto

al momento de alimentarse (Augier et al., 2006; Garcia et al., 2016).

3.5 Daiios ocasionados por PAC

El PAC ocasiona dafios directos e indirectos; los indirectos se consideran los mas importantes,
porque trasmite el agente causal de la enfermedad conocida como huanglongbing (HLB),
enverdecimiento de los citricos o enfermedad del dragon amarillo, el agente causal es la bacteria
Candidatus Liberibacter. La transmision se lleva a cabo por los adultos y ninfas del cuarto y quinto

instar, principalmente (Bové, 2006; Li et al., 2006).

El psilido adquiere la bacteria al momento de alimentarse del floema de brotes tiernos y después
de adquirirla es capaz de trasmitirla toda su vida (Xu et al., 1990). Los arboles infectados pueden
morir en un lapso de tres afios (Rogers y Stansly, 2006; Polek et al., 2007), ademas en altas
infestaciones se da una alta produccion de mielecilla que cubre las hojas y da lugar al crecimiento

de hongos (Fumagina) (Halbert et al., 2004).

Los dafios directos los ocasionan las ninfas y adultos al momento de alimentarse, succionan
grandes cantidades de savia e inyectan toxinas, provocan la aparicion de brotes amarillentos y
malformados, caida de follaje, flores, frutos, y detencion del crecimiento, lo cual se traduce en una

merma en la productividad de arboles (Rogers y Stansly, 2006; Ramos, 2008; Garcia, 2009).

3.6 Importancia e impacto de Diaphorina citri — HLB en México.

El Psilido Asiatico de los Citricos (PAC) Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae) es una plaga
de suma importancia en la citricultura, por ser vector primario de la bacteria Candidatus

Liberibacter var. asiticus y americanus, causante de la enfermedad conocida como Huanglongbing



(HLB), dragén amarillo o enverdecimiento de los citricos. Los arboles infectados se vuelven
improductivos y mueren en un lapso de tres a ocho afios, por esta razoén se le considera la
enfermedad més destructiva en el mundo (Halbert y Manjunath 2004; Bové, 2006; Mead, 2007;
Bové, 2012). En México la deteccion de D. citri por primera vez fue en el afio 2002, en el estado
de Quintana Roo y Campeche, actualmente el PAC se encuentra distribuido en todas las zonas
citricolas del pais (Lopez et al., 2005; Lopez et al., 2009; Lopez et al., 2013; Varela et al., 2013).
Mientras que Candidatus Liberibacter se detectd en el afio 2009 (Truyjillo, 2010), en la actualidad
el HLB se encuentra diseminado en 24 estados productores de citricos (Robles-Gonzalez et al.,

2013; SENASICA, 2017).

El impacto por Candidatus Liberibacter en el pais se divide en dos regiones, por la intensidad
y presencia; region pacifico (alta intensidad), region peninsula (baja intensidad) (Mora-Aguilera
et al., 2014). Se tienen reportadas perdidas en limoén mexicano y limoén persa de 62 y 17.3 %,
respectivamente (Flores et al., 2012; Robles-Gonzalez et al., 2013). Por otro lado, de acuerdo a
estimaciones del impacto se determino, que el dafio varia de 20 a 48 % en los primeros afios y
podria originar un impacto econémico alto con una pérdida de 19.3 millones de jornales, mientras
que en un escenario de bajo impacto se tendria una pérdida de 4 millones de jornales (Salcedo et
al.,2010), en un lapso de 5 a 10 afios donde se prevé una reduccion del rendimiento e inclusive la

muerte de arboles (Bassanezi y Bassanezi, 2008).

En México se encuentra presente el vector y la enfermedad, por lo que la citricultura mexicana
se encuentra en un alto riesgo ya que de ella dependen 69,000 productores y 154,000 empleos
directos, es preciso destacar que la citricultura representa el 40% de la superficie nacional
destinada a la produccion de frutales, por ello es importante el adecuado manejo del vector, ya que

la enfermedad hasta el momento no tiene cura (Salcedo ef al., 2010).

El HLB al mes de junio de 2018 se encuentra presente en 492 municipios de 24 estados de
México, de los cuales, 398 se consideran citricolas, representando asi el 54% del total de
municipios dedicados a cultivar citricos. Se estima que la superficie comercial con presencia de la
enfermedad es del 15% con relacion a la superficie nacional (589,758 has). Para atender el

problema en 2017 se destinaron 161.7 millones de pesos para ejecucion de la campana contra el



HLB, mientras que para el 2018 el presupuesto asignado fue de 267.1 millones (SENASICA,
2018Db).

En la campafia contra el HLB, se han realizado acciones para proteger alrededor de 573,406
hectareas de citricos. Acciones como la vigilancia estratégica, diagnostico, capacitacion,

monitoreo, control quimico y biologico.

La principal accién se basa en el control de D. citri en Areas Regionales de Control (ARCOs),
por lo que se tienen establecidas 90 ARCOs en los 24 estados productores de citricos, donde
destaca Michoacéan con 20, Veracruz con 15 y Yucatan con 10. Los insecticidas utilizados para el
control de D. citri son recomendados por el grupo técnico de cada estado y deben de contar con
registro para su uso contra D. citri ante COFEPRIS (Comision Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitario). Ademas, se contempla el control bioldgico mediante el empleo de hongos
entomopatdgenos (Isaria javanica y Metarrhizium anisopliae) en los estados de Campeche,
Nayarit, Quintana Roo e¢ Hidalgo, ademas de la liberacion de 1.9 millones de individuos de
Tamarixia radiata en zonas urbanas y aledafas a los ARCOs (SENASICA, 2017).

También se tiene un sistema de monitoreo de D. citri, y se realiza con trampas ubicadas en
lugares estratégicos dentro y fuera de los ARCOs, los niveles de infestacion promedio detectados

fueron de 1.19 psilidos/trampa (SENASICA, 2018a).

3.7 Estrategias de control de Diaphorina citri — Huanglongbing

El manejo del HLB y el PAC, se centra en tres estrategias primordiales, que comprenden el
control del vector, la eliminacion de plantas con sintomas de HLB y el uso de plantas certificadas
(Childers et al., 2002; Qureshi y Stansly, 2007; Robles, 2012) y se puede considerar el manejo de

la nutricidn o fertilizacion como una cuarta estrategia.

3.7.1. Control quimico

El control quimico del PAC se ha llevado a cabo mediante el empleo de insecticidas de diversos

grupos quimicos (organoclorados, organofosforados, carbamatos, neonicotinoides, piretroides,



ciclodienos, spinosinas, botanicos, sales minerales de potasio, triazapentadienos y aceites

minerales) (Cortez-Mondaca et al., 2010; Cortez-Mondaca et al., 2013).

El uso excesivo de los insecticidas, sin enfoque de manejo de la resistencia mediante la rotacion
de grupos toxicoldgicos y modos de accion, trae como consecuencia la emergencia o creacion del
fenomeno de resistencia a las diferentes moléculas (Tiwari et al., 2011; Vazquez-Garcia et al.,

2013, Garcia-Méndez et al., 2016).

El fendmeno de resistencia es un tema preocupante, por ello, recientemente Tiwari et al. (2011),
determinaron el nivel de resistencias de PAC a las moléculas empleadas para su control y
encontraron altos niveles de resistencia a imidacloprid (35 X), clorpirifos (17.9 X), thiametoxam
(15 x). En México, Garcia-Méndez et al. (2016) encontraron resistencia a dimetoato (87.52 X) y
metomilo (83.58 X).

Ademas de los insecticidas convencionales existen otras alternativas para el control de D. citri,
entre ellas se encuentras los aceites derivados del petréleo (Davidson, 1991). Los aceites derivados
del petroleo se han empleado también para el control del PAC y se acepta que son efectivos contra
insectos pequenos y sésiles, ya que la efectividad de estos depende de un buen cubrimiento (Rae
etal.,1997). Los aceites minerales han constituido una herramienta en el control de diversas plagas
incluyendo D. citri, por lo que en los Ultimos afios se ha desarrollado investigacion con el fin de
demostrar y probar su eficacia (Childers y Rogers, 2005; Poerwanto et al., 2011; Ouyang et al.,
2013; Yang et al., 2013; Qureshi et al., 2014; Pérez-Zarate et al., 2016).

3.8 Historia del uso de aceites en el control de plagas

El uso de aceites para el control de plagas se remonta al afio 1870, donde se observéd que el
Keroseno presentaba efecto toxico en insectos. En ese tiempo, uno de los inconvenientes para
implementar el uso extensivo de los aceites fue su efecto fitotdxico, por lo que a mediados de 1920
se desarrollaron tecnologias para refinacion, constituyendo este el principal avance en el desarrollo
productos para el control de plagas, accién que minimizo el problema de fitotoxicidad, interesando

con ello a la industria de los frutales.
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Aunque se mostr6 interés en el uso de los aceites, después de la segunda guerra mundial, con
la llegada de DDT, todo cambio y se desvid la atencion. Después entre 1970 y 1980 volvié el
interés debido al surgimiento de resistencia en dcaros y varias especies de insectos a dicho producto
(Davidson et al., 1991). El desarrollo en los procesos de refinacion de petroleo y el uso de aditivos
UV ha contribuido a la produccion de aceites con mejores caracteristicas para uso agricola
(Agnello, 2002; Hodgkinson et al., 2002). Hoy en dia en el mercado existe una amplia variedad
de productos a base de aceites de petrodleo con un potencial de uso igual al de los insecticidas
convencionales, aunque tienen algunas limitantes como el que estan dirigidos a ciertos grupos de
insectos y/o estados biologicos especificos. Los aceites en general son efectivos para el control de
escamas, moscas blancas, dcaros, chicharritas, piojos harinosos, orugas, afidos, polillas y psilidos,
insectos que se caracterizan por presentar estados de desarrollo sésiles o de poca movilidad, lo que
los hace vulnerables a la accion de los aceites (Davdison ef al., 1991; Rae et al., 1997; Childers

2002).

El empleo de aceites tiene caracteristicas positivas como su selectividad a enemigos naturales,
baja toxicidad para vertebrados relacionada con su baja residualidad, facil degradacion y moderada
accion para crear resistencia (Davidson ef al., 1991; Beattie y Smith, 1993) en comparacioén con

los insecticidas convencionales, han hecho que estos productos se mantengan en el mercado.

3.9 Uso de aceites en citricos

Entre los afos 1920 y 1930 se comenzaron a utilizar los aceites para el manejo de plagas en
citricos y se le dio importancia al grado de destilacion y cantidad de residuos no sulfonados, que
son caracteristicas importantes para el uso agricola. Entre otros, se utilizaron para el combate de
la escama roja de California (4onidiella aurantii), acaro rojo de los citricos (Panonychus citri) y
moscas blancas (Davidson et al., 1991). En Australia se emplearon para el control de minadores

(Beattie y Smith, 1993), escamas armadas, escamas suaves y acaros (Beattie, 1990).
En especifico para el manejo del PAC, los aceites han resultado efectivos, principalmente contra
huevos y ninfas, puesto que provocan toxicidad, siendo las ninfas jovenes mas susceptibles que

los huevos y adultos (Rae et al., 1997; Macias-Rodriguez et al., 2013; Varela et al., 2013). El
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aceite forma una pelicula, por lo que se sugiere que provocan inhabilitacién de los sitios de
oviposicidon y en consecuencia reduccion de poblaciones de adultos en la siguiente generacion (Rae

et al., 1997).

Actualmente, en México, se ha extendido el uso de aceites derivados del petrdleo en cultivos
de citricos, para su aplicacion en areas regionales de control (ARCOjs) contra el PAC. Sin embargo,
la efectividad de éstos es variable ya que Pérez-Zarate et al. (2015) sefialan que, en campo, los
niveles de control de ninfas no superan el 40%, mientras que Diaz-Zorrilla et al. (2010) aseguran
que se logré 50% de control a una dosis de 2 L ha™! y Ruiz-Galvén et al. (2015) en condiciones de
invernadero obtuvieron un 87 % de control a 1 L /100 de agua. La diferencia en efectividad de los
aceites minerales se atribuyd a factores operacionales como la calibracion de equipos de
aplicacion, tamafio de gota, velocidad del viento, cobertura y hora de aplicacion, (Lopez et al.,

2008; Pérez-Zarate et al., 2015), siendo la cobertura uno de los aspectos de mayor importancia.

3.10 Fitotoxicidad de los aceites

La limitante en el uso extensivo de los aceites de petroleo es la fitotoxicidad, dicha caracteristica
se confiere al contenido de residuos sulfonados, estructura de la molécula y viscosidad,
caracteristicas facilmente manipulables en los procesos de elaboracion, especialmente en la
destilacion y refinacion de estos (Davidson et al., 1991). El desarrollo de los procesos de refinacion
y destilacion, asi como también el uso de aditivos UV ha contribuido a hacer formulaciones de
aceites minerales aptos para su uso en diferentes cultivos (Agnello, 2002; Hodgkinson et al., 2002).
Actualmente los aceites minerales causan fitotoxicidad solo cuando se aplican a dosis altas y en

cultivos sensibles a estos compuestos.

3.11 Modo de Accion

Generalmente se acepta que los aceites actilan por contacto, por tanto, se requiere que los
insectos, a los que va dirigido el control, al momento de la aplicacion, estén presentes. El principal
modo de accion es la asfixia, mediante el bloqueo de espiraculos. La muerte en promedio ocurre

en 24 horas, afectando el sistema nervioso, musculos y en general los procesos fisiologicos. En
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huevos se presentan alteraciones en el intercambio gaseoso, coagulacion de protoplasma,
endurecimiento del corion, alteracion de la actividad enzimdtica y hormonal (Smith y Salkeld,
1966; Davidson et al., 1991, Naja-Rodriguez et al., 2008). Taverner (2002) senala que los aceites
actian como fumigantes sobre los insectos, provocando anoxia, disrupcion nerviosa, narcosis,

corrosion, disrupcion celular y/o desecacion.

Recientemente se les ha conferido a los aceites de petrdleo efecto repelente especificamente
sobre PAC, inhibiendo o afectando la oviposicion y alimentacion en plantas tratadas (Leong et al.,
2012; Ouyang et al., 2013; Cazares et al., 2014). La repelencia propiciada por los aceites minerales
puede originarse a partir de la liberacion de volatiles a través de la descomposicion de los mismos,
bloqueo de liberacion de volatiles del hospedero por la formacion de una pelicula fina sobre la
superficie del follaje, y enmascaramiento de volatiles, lo cual dificulta el reconocimiento del

huésped por el insecto fitéfago (Ouyang et al., 2008; Poerwanto et al., 2011).

Con relacién a los efectos de los aceites en el integumento de los insectos no se cuenta con
informacion precisa. Lo poco que se conoce de los aceites minerales es que cuando se aplican a
insectos plaga estos reaccionan con la capa de cera, alterando con ello su integridad y la
permeabilidad (Wigglesworth, 1945). La alteracion en la permeabilidad de la cuticula tiene como
consecuencia la perdida de agua y el acceso de otras sustancias (Gibbs, 1998). La deshidratacion
del insecto causa su muerte provocando que al paso del tiempo la cuticula se torne de color obscuro

(Najar-Rodriguez et al., 2008).

3.12 Bioensayos para evaluar actividad bioldgica de aceites minerales contra insectos

Banki (1978) define al bioensayo como un procedimiento experimental por medio del cual se
infiere la efectividad bioldgica de una substancia. Por otra parte (Lagunes-Tejeda y Villanueva-
Jiménez, 1994), mencionan que es cualquier método que sirve para medir en términos de respuesta
bioldgica, la propiedad de una substancia o material, por consiguiente, con el bioensayo se
determina la actividad de la substancia en los insectos. Mientras que Rodriguez et al. (2009), lo

definen como cualquier prueba (evaluable) que tenga como componentes organismo vivos.
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El bioensayo posee dos componentes principales el estimulo y la respuesta. El estimulo
generalmente se refiere a una substancia toxica y la respuesta puede ser la muerte o alguna
alteracion en el metabolismo del insecto o cambio de conducta. Existen dos tipos de bioensayo,
los directos y los indirectos, generalmente en estudios de toxicologia en insectos y acaros se
utilizan los indirectos que son los apropiados para fines de investigacion, tienen como
caracteristicas importantes el que debe de obtener una respuesta cuantal, de todo o nada (vivos o
muertos) y el que debe estimar la respuesta de toda la poblacion por medio de la muestra tratada

(Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1994).

3.12.1 Aplicacion tépica

La aplicacion topica consiste en la deposicion de una cantidad conocida de insecticida, diluida
en una cantidad conocida, sobre alguna parte del cuerpo del insecto. Es un método de aplicacion
que se emplea en bioensayos generalmente para deteccion de resistencia, o para determinar la
respuesta bioldgica. Se utilizan jeringas de diferentes volumenes que van de los 500 uL a 0.1 pL,
acopladas a microaplicadores de repeticiones que dan volimenes por disparar de 1 a 0.1 pL
Insecto™!, con este tipo de aplicacion se asegura que una cantidad conocida de insecticida entre en
contacto con el insecto. Como arena experimental generalmente se utilizan cajas Petri con un fondo
de agar a 1.5% y sobre este un disco de la planta hospedera del insecto en estudio (Tiwari ef al.,

2011). La mortalidad se registra a las 24 y 48 horas después de tratar a los organismos prueba.

3.12.2 Método residual por inmersion de hoja

La aplicacion residual consiste en sumergir hojas o discos de plantas durante cinco segundos
en la solucion prueba a diferentes dosis. Posteriormente se escurre el exceso de liquido y se deja
secar a temperatura ambiente. El peciolo de las hojas tratadas se sumerge en un vial con agua para
mantener turgente la hoja, posteriormente se encierra en una arena experimental y después se
introducen los 20 individuos por un orificio y al cabo de 24 horas se toman lecturas de mortalidad
y/o repelencia (Ortega, 1988). La ventaja de este método consiste en que en el periodo de

realizacion del bioensayo la probabilidad de que el insecto se ponga en contacto con la sustancia
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prueba es alta; sin embargo, no se conoce con exactitud la cantidad de sustancia que se pone en

contacto con el insecto y se requiere mas tiempo para su realizacion.

3.12.3 Método por aspersion

Los bioensayos por aspersion son los més utilizados, este método consiste en la aspersion de
una cantidad conocida de insecticida por un tiempo determinado sobre un organismo. La aspersion
se puede llevar acabo directamente en planta, plantula, hoja o disco de hoja, o en los insectos (en
diferentes estados de desarrollo). Para su cometido se utilizan diversos equipos, entre los que se
encuentran los aspersores manuales, en los cuales no se tiene control de presion y volumen y por
otro lado la torre de aspersion Potter-Burgerjon, en donde se estandariza con precision la altura de
la boquilla, presion y volumen asperjado. El tiempo que debe transcurrir después de una aspersion
es de 24 a 48 horas, en donde se registran como muertos a los insectos paralizados, moribundos o

que no reaccionen al contacto con un pincel (Lagunes-Tejeda y Villanueva-Jiménez, 1994).

4. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el periodo de julio 2017 a julio 2018, en los laboratorios de
Morfologia de Insectos e Insectos Vectores del Colegio de Postgraduados, Montecillo, en Texcoco,

México, con insectos criados en condiciones de invernadero.

4.1 Cria de insectos

Se utilizaron individuos de la colonia de D. citri existente en el 4rea de Insectos Vectores del
Colegio de Postgraduados, Texcoco, Campus Montecillo, México, la cual fue establecida desde 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) en la comunidad de Cazones de Herrera, Veracruz,

misma que se ha mantenido bajo cria continua y aislada en invernadero.
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Para incrementar la colonia, los adultos de D. citri se introdujeron en jaulas entomoldgicas de
madera (60 x 40 x 60 cm) cubiertas con tela de organza, donde se colocaron plantas de C. sinensis
cv. Valencia de 120 dias de edad, plantadas en bolsas de plastico de 5 L de capacidad que contenian
una mezcla de vermicomposta, tierra de hojas y vermiculita (3: 2: 1) como medio de soporte. Los
adultos se mantuvieron sobre las plantas durante una semana para que ovipositaran, después se
retiraron con ayuda de un aspirador bucal y las plantas infestadas se mantuvieron en las jaulas en
condiciones de invernadero (27 + 3 °C y 12:12 L: O) hasta obtener huevos, ninfas y adultos;
proceso que se realizd periddicamente para contar con material biologico durante la fase

experimental.

4.2 Aceites minerales evaluados

Se evaluaron cuatro aceites minerales de uso comun para el control de D. citri en las principales
zonas productoras de citricos en México y EE. UU (SENASICA, 2012; Stansly y Kostyk, 2012).
Los productos utilizados fueron: Akaroil® (Altriara, Ciudad de México, México, aceite mineral a
98.5%, residuo insulfonable (UR) = 92%); Anasef-T® (Anajalsa, Jalisco, México, aceite
parafinico a 80%, UR no disponible); Saf-T-Side® (Imex, Jalisco, México, aceite parafinico 80%,
UR 92%) y Stylet O1l® (Gowan Mexicana, Baja California, México, aceite mineral 97.1%, UR
99%). Los productos se diluyeron en agua destilada con Inex-A® (Cosmocel, Nuevo Leon,

México, alcohol graso etoxilado 20.2%) al 0.1% como adherente.

4.3 Bioensayos

4.3.1 Repelencia de aceites minerales sobre adultos de D. citri

La repelencia se evalud con el método de cilindro (olfatometro) propuesto por Schuster et al.
(2009) con ligeras modificaciones. Para ello se construy6 una arena experimental conformada de
un vaso desechable de polipropileno (Cristal®, Bosco, México; de 250 mL), con tres orificios; dos
laterales (@ 4.0 cm) cubiertos por una malla fina para permitir la ventilacion y uno frontal medio
(© 0.8 cm) con un tapon extraible de caucho. La tapa del vaso se perfor6 para acoplar un vial de
cristal de 5 mL con agua corriente, en el cual se sumergid y sujeto el peciolo de una hoja de naranja

C. sinensis cv. 'Valencia' previamente inmersa por 5 s en la sustancia de prueba. El vial y hoja se
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encerraron acoplando la tapa con el vaso en posicion invertida. Por ultimo, por el orificio lateral
(9 1.0 cm) tapado con un corcho, se introdujeron 20 adultos de 3 a 6 dias de emergidos y 2 h en
ayuno previo. Las arenas experimentales se mantuvieron a 2545 °C, HR 60+5% y fotoperiodo de

12:12 h luz:obscuridad.

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 expreso en porcentaje (20 = 100% en cada repeticion). El porcentaje de repelencia aceptable

para el testigo fue < 12%.

Para cada producto primero se realizé un bioensayo preliminar para determinar la ventana de
respuesta bioldgica donde se utilizaron concentraciones logaritmicas en un rango de 0.00001 a
10%, con el fin de detectar las dosis que ocasionaban repelencia de entre 10 y 90%. Después con
los resultados obtenidos se seleccionaron siete concentraciones intermedias para realizar el
bioensayo completo. Para cada producto se evaluaron siete concentraciones logaritmicas en un
rango de 0.00001 a 3.5% (0.0001 a 35 mg-mL™) més un testigo con base de agua mas Inex-A®.
Para cada concentracion y repeticion se trataron 20 adultos del PAC y se realizaron cinco
repeticiones en tiempos diferentes. Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. Los
datos de repelencia se corrigieron por medio de la ecuacion de Abbott (1925) y se sometieron a un
analisis de varianza (SAS, 2004), prueba de separacion de medias de Tukey (P < 0.05) y analisis
Probit para obtener los valores de la linea de regresion y concentracion letal media (CLso) y la
concentracion repelente media CRso. También se determino el indice de repelencia (IR) propuesto
por Lin et al. (1990), para comparar los efectos de las dosis, este indice se calculd con la formula
IR=2G /(G + P), donde G= porcentaje de insectos posados en el tratamiento y P= porcentaje de
insectos posados en el testigo. Los indices se clasificaron como IR=1 concentracion neutra, IR<1

concentracion repelente e IR>1 concentracion atrayente.

17



Figura 3. Arena experimental empleada en pruebas de repelencia de adultos de Diaphorina citri

(Imagen Valdez y Ortega, 2015).

4.3.2 Toxicidad

4.3.2.1 Toxicidad en adultos

La toxicidad se evalu6 mediante el método topico descrito por Tiwari et al. (2011) con ligeras
modificaciones. Consisti6 en mantener a adultos de PAC en ayuno durante 2 h previas a la
evaluacion, anestesiarlos con CO2 y depositar 0.2 pL de una concentracion conocida del aceite
diluido en agua, en el pronoto de cada adulto. El aceite se aplico con una jeringa manual de
repeticion para cromatografia marca Hamilton® de 10 pL, acoplada a un microaplicador
Hamilton® modelo PB-600. Los individuos tratados se transfirieron a cajas Petri (@ 4 cm), con
tapa de malla de nylon para permitir aireacion, que contenian una base de agar-agar (1.5%) de 3
mL de espesor y sobre ésta un disco de hoja joven de naranja cv Valencia, con el envés expuesto,
que sirvio como sustrato de alimentacion para los insectos. Las arenas experimentales se
mantuvieron en una cdmara de cria a 25+5 °C, HR 60£5% Yy fotoperiodo de 12:12 h luz:obscuridad.
La mortalidad se registr0 a las 24 h después de la aplicacion utilizando un microscopio
estereoscopico; el insecto se considerd muerto si no presentaba movimiento al estimularlo con una

aguja de diseccion.
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4.3.2.2 Toxicidad en ninfas

Para llevar a cabo los bioensayos con ninfas se sigui6 la misma metodologia que para toxicidad
en adultos. Se seleccionaron ninfas de quinto instar ninfal con ayuda de un microscopio
estereoscopio (LEICA EZ4), enseguida con la ayuda de un pincel de pelos de camello (000) se
transfirieron 20 ninfas, de brotes provenientes de la cria, a una caja Petri (4 cm de diametro), con
tapa de malla de nylon para permitir aireacion, que contenian una base de agar-agar (1.5%) de 3
mL de espesor y sobre ésta un disco de hoja joven de naranja cv Valencia. Se dejaron en reposo
por una hora para después aplicar cada uno de los tratamientos. Estos se aplicaron con una jeringa
manual de repeticion para cromatografia marca Hamilton® de 10 pL, acoplada a un microaplicador
Hamilton® modelo PB-600. Las arenas experimentales se mantuvieron en una camara de cria a
2515 °C, HR 60+5% y fotoperiodo de 12:12 h luz: obscuridad. La mortalidad se registro a las 24
h después de la aplicacion utilizando un microscopio estereoscépico; el insecto se considerd

muerto si no presentaba movimiento al estimularlo con una aguja de diseccion.

4.3.2.3 Toxicidad en huevos

Para realizar la prueba se utilizaron plantas sanas de naranja de tres afios de edad con brotes
vegetativos jovenes. En cada planta se seleccionaron dos brotes que se aislaron individualmente
en un recipiente cilindrico de plastico liso trasparente (150 mL de capacidad) con un orificio lateral
(@ 4 cm) cubierto con tela de organza para permitir la ventilacion. Con ayuda de un aspirador
bucal, y por otro orificio lateral (@ 0.8 cm) se introdujeron 20 psilidos adultos en una proporcion
de machos y hembras de 1:1, de 3 a 6 dias de emergidos y con 2 h en ayuno previo. Después de
un periodo de alimentacién-oviposicion de 48 h, los adultos se retiraron y se contabiliz6 el nimero
de huevos desovados; esto Ultimo se hizo bajo un microscopio estereoscopico. Enseguida se llevd
a cabo el tratamiento mediante inmersion del brote durante 5 segundos en la concentracion prueba
de cada aceite y se dejaron secar a temperatura ambiente. Las arenas experimentales se
mantuvieron en una camara de cria a 255 °C, HR 60+£5% y fotoperiodo de 12:12 h luz:
obscuridad. Transcurridas 72 h postratamiento se procedi6 contabilizar el nimero de huevos sin

eclosionar en cada uno de los tratamientos. El registro culming a los siete dias postratamiento.
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4.3.3 Inhibicion de la oviposicion de D. citri

Para llevar a cabo este bioensayo se utiliz6 la misma arena experimental utilizada en los ensayos
de repelencia (Figura 3) con ligeras modificaciones. En lugar de una hoja se seleccionaron brotes
vegetativos de naranja C. sinensis cv. 'Valencia’ mismos que se sumergieron por 5 s en la sustancia
de prueba y dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 min. El vial y brote se encerraron
acoplando la tapa con el vaso en posicion invertida. Por dltimo, por el orificio lateral (& 0.8 cm),
tapado con un corcho, se introdujeron 20 adultos de 3 a 6 dias de emergidos y 2 h en ayuno previo.
Las arenas experimentales se mantuvieron a 2515 °C, HR 60+5% y fotoperiodo de 12:12 h luz

oscuridad.

Finalmente, transcurridas las 48 h después de la introduccion de los psilidos se realizaron las
evaluaciones por medio del conteo de nimero de huevos desovados en cada uno de los tratamientos
con la ayuda de un microscopio estereoscopico. EI nimero de huevos desovados en el testigo se

tomo6 como un 100%.

4.3.3.1 Andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar. Para todos los bioensayos, primero se realizo
un bioensayo preliminar para determinar la ventana de respuesta biologica donde se utilizaron siete
dosis logaritmicas en un rango de 0.00001 a 10%, con el fin de detectar las dosis que ocasionaban
una mortalidad, repelencia, inhibicion de entre 10 y 90%. Después con los resultados obtenidos se
seleccionaron siete dosis intermedias para establecer el bioensayo completo. Siempre se incluyo
un testigo con base en agua + adherente (Inex-A al 0.1%) y se realizaron cinco repeticiones. Para
la prueba de toxicidad en ninfas se utiliz6 como solvente acetona grado técnico (Reasol®) tanto en
el tratamiento como en el testigo. Los datos de mortalidad, repelencia e inhibicion se corrigieron
por medio de la ecuacion de Abbott (1925) y se sometieron a un analisis de varianza (SAS, 2004),
prueba de separacion de medias de Tukey (P < 0.05) y anélisis Probit para obtener los valores de
la linea de regresidn y la concentracion letal, repelente e inhibitoria media CLso, CRso, CIOs0, que

Se expresaron en mg-mL'l.
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4.3.4 Alteraciones en el integumento causadas por los aceites minerales en ninfas de D. citri

Para determinar si los aceites causan alguna alteracion morfologica en el integumento, se
seleccionaron 100 ninfas del quinto instar de D. citri y con ayuda de un pincel de pelo de camello
(000) se transfirieron de brotes de naranja cv. Valencia, en grupos de 20, al envés de un disco de
hoja de naranja cv. Valencia dispuesto sobre a una caja Petri (@ 4 cm) que contenia una base de
agar-agar (1.5%) (Merck®) de 3 mL de espesor y cerrada con tapa de malla de nylon para permitir
aireacion. Enseguida las ninfas se trataron con concentraciones al 1% de cada uno de los aceites.
Los aceites se aplicaron con una jeringa manual de repeticion para cromatografia marca Hamilton®
de 10 pL, acoplada a un microaplicador Hamilton® modelo PB-600. Para cada aceite se trataron
100 individuos y como diluyente se empled acetona grado técnico (Reasol®). Las arenas
experimentales se mantuvieron en condiciones de laboratorio a 25+5 °C, HR 60£5% y fotoperiodo
de 12:12 h luz:obscuridad. Transcurridas 24 horas se seleccionaron ninfas con sintomas visibles
como arqueamiento del cuerpo, desecacién, ruptura del integumento, para documentar
fotograficamente los hallazgos. Para ello se empled una camara Canon® EOS montada en un
microscopio Carl Zeiss SteREO Discovery V.20. El balance de imagenes se realizd con en el

programa GIMP 2.8.

Asimismo, para determinar el efecto de los aceites en el arreglo histologico del integumento se
seleccionaron ninfas de D. citri que a la vista presentaban alguna alteracion morfologica después
de ser expuestas a los aceites. Para la conservacion de los tejidos y células, los individuos se
sumergieron en la solucion fijadora de Dubosq Brasil durante 72 h. Una vez cumplido este tiempo,
la muestra se lavo con alcohol a 80% en tres ocasiones en intervalos de dos horas, después se dejo
reposar en alcohol a 90% durante dos horas y finalmente se sumergi6 en alcohol a 100% durante
24 h. Para desalcoholizar la muestra, se sumergid 24 h en benzoato de metilo que sirvio como
intermediario entre los alcoholes y la parafina. Enseguida, la muestra se sacd del benzoato, para
después conservarla en alcohol a 80 y 90% durante 24 h, en cada uno. Entre las 24 h siguientes se
realizaron dos aplicaciones de eosina, en el ultimo cambio se lavo con alcohol a 100% durante 10
segundos y se agregd el benzoato de metilo donde permanecieron durante 24 h, mismo que fue

reemplazado. Al termino del tiempo, la muestra se enjuagd con benzol para eliminar el alcohol.
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Después se mezcld benzol con parafina liquida en proporciones 1:1. De cada tratamiento se
seleccionaron ejemplares representativos, mismos que se incluyeron en la mezcla por 72 h a 60
°C. Una vez que se cumplio el periodo la muestra se embebid en la parafina y se realizaron cortes

histolégicas.

Para fotografiar el integumento de las ninfas se utilizd un microscopio compuesto

ROSSBACH® a 40X. Se realiz6 el balance de imagenes en el programa GIMP 2.8.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Repelencia de aceites minerales en adultos de D. citri

Los cuatro aceites minerales evaluados mostraron efecto repelente positivo en todas las horas
de evaluacion; dicha actividad se relaciond positivamente con la concentracion. La repelencia
promedio mas alta (> 90%) para todos los aceites se obtuvo al aplicar la concentracion de 35
mg-mL™y el efecto se mantuvo estable (P <0.05) y en algunos casos se acentud a través del tiempo
(Cuadro 1). No se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) entre los diferentes tiempos para
cada producto a la concentracion alta, pero si entre concentraciones y producto. Para lograr un
efecto repelente significativo (> 50%) con Akaroil, Anasef-T, y Stylet- Oil, se requiere aplicar
concentraciones superiores a 6.0 mg-mL™, mientras que el mismo efecto con Saf-T-Side se logra

con 0.6 mg'mL™.

Los valores de la concentracion repelente media (CRso) en los cuatro aceites oscilaron entre
0.14 y 3.78 mg:mL. Destaco Saf-T-Side, con la menor CRso = 0.24 mg-mL™ en promedio en los
cuatro tiempos seguido por Anasef-T (1.61 mg-mL™?), Akaroil (2.90 mg-mL™?) y Stylet-Oil (3.34
mg-mL™?) (Cuadro 1). A las 24 h después de la aplicacion se logré la mayor actividad repente a
nivel de CRsp en Saf-T-Side (0.4 mg-mL™a las 24 h) y Anasef-T (1.33 mg-mL"a las 24 h) (Cuadro

1). En general la actividad repelente se mantuvo hasta por 24 h, y se acentud con el paso del tiempo.
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El valor de la pendiente para todos los tratamientos oscilé entre 0.53+0.09 y 0.96+0.16, lo cual
indica que la poblacion no responde de forma uniforme a la seleccién por lo productos evaluados
(Cuadro 1).

El efecto repelente positivo de cada uno de los productos fue similar y se confirmé con los
valores de los IR < 1 estimados al aplicar concentraciones mayores de 1 mg-mL* de cada uno de
los aceites, accion que se mantuvo hasta las 24 h postaplicacién (Cuadro 1). Sin embargo, la
actividad de los aceites disminuyo a partir de concentraciones por debajo de los 0.01 mg-mL™?,

pasando de una categoria de neutral a atrayente (Cuadro 1).

El alto nivel de repelencia obtenido por los productos evaluados se atribuye a la persistencia;
caracteristica relacionada con la viscosidad y la baja volatilidad de los aceites (Pearce et al., 1942;
Davidson et al., 1991). El grado de viscosidad y densidad de los aceites los hace méas pesados y
por ello son retenidos por mas tiempo sobre la hoja, de modo que las sustancias repelentes se
liberan gradualmente, retrasando o evitando por mas tiempo el arribo de los insectos a la planta
tratada (Davidson et al., 1991). Algo similar encontraron Ouyang et al. (2013) quienes reportan
un porcentaje de repelencia del 59% a las 48 h, al aplicar Caltex® al 0.67%, y en otros tratamientos
con diferentes aceites una repelencia menor al 40%, y Yang et al. (2013) obtuvieron un porcentaje
de repelencia mayor al 90% al aplicar Enspray 99, a una concentracion de 2%. Leong etal. (2012),
obtuvieron un 75-80% de repelencia en condiciones de campo al aplicar D-C-Tron® Plus al 0.35%.
Dichos resultados se asemejan a los obtenidos en el caso de Stylet-Oil® a dicha concentracion.
Los resultados mencionados anteriormente difieren un poco de los obtenidos por Poerwanto et al.
(2012) al aplicar Sunspray UltraFine® y Enspray 99® al 2%; ellos obtuvieron repelencia del 61 y
57%, respectivamente en condiciones de laboratorio.

El efecto repelente de los aceites minerales podria estar relacionado con la liberacion de
volatiles a traves de la descomposicion de los mismos, bloqueo de liberacion de volatiles del
hospedero al formar una pelicula fina sobre la superficie del follaje, y/o enmascaramiento de
volatiles, lo cual dificulta el reconocimiento del huésped por el insecto fitéfago (Ouyang et al.,
2008; Poerwanto et al., 2012). Por consiguiente, la combinacién de dosis y cobertura adecuadas

podria propiciar niveles de repelencia éptimos.
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El que los aceites presenten actividad repelente sobre adultos de PAC reduce el riesgo de
diseminacion del HLB. A pesar de que en esta investigacion se determind que los aceites cuentan
con efecto toxico bajo a las concentraciones evaluadas sobre PAC. Se sugiere que se realicen
estudios profundos en condiciones de campo, con el fin de obtener informacion sobre la efectividad
de los aceites al interaccionar con los diversos factores presentes en el campo, ademas de realizar
evaluaciones con los demaés estados de desarrollo del PAC. En la actualidad los aceites minerales
se aplican en campo solos 0 como coadyuvantes de insecticidas quimicos para el manejo del PAC,
en un esquema de rotacion de insecticidas, dentro de las areas regionales de control (ARCO:s)
desde 2013 (Cortez-Mondaca et al., 2013), con resultados poco favorables (Hernandez-Fuentes et
al., 2012; Pérez-Zarate et al., 2016). Al parecer la baja efectividad de los aceites estuvo relacionada
entre otros aspectos, como la aplicacion inoportuna de dosis inadecuadas, velocidad de aplicacion,
y condiciones prevalecientes.

Cuadro 1. Repelencia (%) de adultos de Diaphorina citri a las 4, 5, 6 y 24 h después de la

aplicacion de cuatro aceites minerales.

AKAROIL
Conce.rxlrlzil_clién ?)Z';’l' IR2  CL? Ff(;)‘; IR CL Fg;s IR CL Ff;g IR CL
me 4h 5h 6h 24 h
Tiempo
35.00 9333 013t R 9500 010+ R 9167 016+ R 9667 007+ R
& 007 a 000 a 007 a 0.07
10.00 7500 042+ R 7833 038 R 8333 029+ R 8l67 032+ R
b 013 b 007 a 007 b 0.20
. R 53 R 58 R 6167 R
oo 5000 009 30 oerx % oo T oss007
: 0.13 0.07 0.15
2.00 3333 082+ R 3500 082+ R 3333 08l+ R 4667 072+ R
d 007 d  0.00 c 007 d 0.07
1.00 2833 086+ R 3000 086+ R 3000 08% R 3333 08+ R
de  0.07 d 013 cd 0.3 e 0.15
0.10 16,67 093+ N 1833 093+ N 1833 091+ R 2167 090+ R
ef 007 e 007 de  0.07 i 0.07
0.01 833f 098t A 833f 099+ A 1000 096+ A 1167 096+ A
0.13 0.07 ef 013 fg 0.07
Testigo 5.00 f i - 6.67f i - 167f i - 5.00 i -
g
Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
NG 29.92 36.98 23.35 37.09
CRso 3.78(1.50-11.33)* 3.68(1.68-8.90) 2.24 (0.62-8.90) 1.92 (0.73-5.02)
b+EE 0.89+0.16 0.96+0.16 0.79+-0.16 0.83+0.14
ANASEF-T
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35.00 96.67 007+ R 96.67 007+ R 9500 010+ R 96.67 0.07+
a 0.07 a 0.07 a 0.13 a 0.07
10.00 85.00 027+ R 8500 027+ R 8333 030 R 8167 0.32+
b 0.00 b 0.00 a 0.07 b 0.07
6.00 66.67 052+ R 66.67 052+ R 6333 056t R 65.00 0.53%
c 0.15 c 0.07 b 0.07 c 0.13
2.00 51.67 067+ R 50.00 069+ R 46.67 0.73t R 45.00 0.73t
d 0.07 d 0.13 d 0.07 d 0.13
1.00 3833 079+ R 3667 080+ R 3333 083t R 3333 0.82+
e 0.07 e 0.07 cd 0.15 e 0.07
0.35 3167 084+ R 3000 085+ R 2833 087+ A 26.67 0.86+
e 0.07 e 0.00 d 0.15 e 0.07
0.10 30.00 085+ R 2833 086 R 2833 087+ A 26.67 0.86+
e 0.13 e 0.07 d 0.15 e 0.07
Testigo 5.00 f - - 5.00 f - - 6.67 - - 3.33f -
e
Pr>X?2 <.0001 <.0001 <.0001 0.0011
X2 36.57 38.83 31.88 10.58
CRso 1.46(0.62 — 3.18) 1.57(0.70 - 3.32) 2.11(0.89 -5.17) 1.33(0.05-18.05)
b+EE 0.86+0.14 0.89+0.14 0.88+ 0.16 0.61+0.19
SAF-T-SIDE
35.00 9167 016+ R 9167 016+ R 9500 0.10+ R 95.00 0.10£
a 0.07 a 0.07 a 0.13 a 0.22
10.00 8333 030+ R 8667 025+ R 90.00 0.19+ R 93.33 0.13%
ab 0.07 ab 0.07 a 0.0 a 0.07
1.00 70.00 049+ R 7333 044+ R 7500 041+ R 7833 0.37+
b 0.13 b 0.07 b 0.13 a 0.07
0.60 50.00 0.70+ R 5333 066 R 5333 065+ R 56.67 0.63+
c 0.00 c 0.15 c 0.07 b 0.20
0.20 4167 077+ R 4333 075+ R 46.67 071+ R 46.67 0.72+
cd 0.15 cd 0.15 cd 0.20 b 0.20
0.10 36.67 081+ A 3833 079+ R 40.00 077+ R 41.67 0.76+
cd 0.20 d 0.20 d 0.13 b 0.20
0.01 3500 082+ A 3667 080+ R 36.67 079+ R 41.67 0.76+
d 0.22 d 0.07 d 0.07 b 0.07
Testigo 6.67 ¢ - - 500e - - 3.33 - - 5.00 -
e c
Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
X2 36.90 34.92 33.95 24.69
CRso 0.38(0.11-1.08) 0.25 (0.06-0.70) 0.18 (0.04-0.49) 0.14 (0.02-0.49)
b+EE 0.53+0.09 0.54+0.09 0.58+0.10 0.58+0.12
STYLET- OIL
35.00 90.00 0.19+ R 9167 016 R 9333 013+ R 9167 0.16+
a 0.13 a 0.15 a 0.07 a 0.07
10.00 5833 060+ R 6167 058 R 6333 056t R 61.67 0.58+
b 0.07 b 0.07 b 0.07 b 0.07
6.00 4833 070+ R 4833 070+ R 5167 068+ R 5333 0.67+
bc 0.07 c 0.07 c 0.07 bc 0.07
2.00 4167 075+ R 4167 076t R 4333 0.76¢ R 50.00 0.70+
cd 0.07 c 0.07 cd 0.07 cd 0.13
1.00 40.00 077+ R 3833 079+ R 40.00 078t R 41.67 0.77+
cd 0.13 c 0.07 d 0.13 de 0.07
0.35 3667 079+ R 3833 079+ R 36.67 081+ R 3333 0.83+
d 0.15 c 0.15 d 0.07 e 0.07
0.10 16,67 093+ N 16.67 093+ A 16.67 094+ A 1333 0.96+
e 0.07 d 0.13 e 0.07 f 0.07
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Testigo 3.33 - - 5.00d - - 6.67f - - 6.67f - -
f

Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

X2 25.98 24.79 32.59 43.41
CRso 3.31 (1.32-10.84) 3.41 (1.34-11.64) 3.34(1.51-8.90) 3.32 (1.70-7.34)
b+EE 0.69+0.13 0.73%0.15 0.79+0.14 0.82:+0.12

'Porcentaje de repelencia; 2IR: indice de repelencia; ® Clasificacion: R: Repelente; N: Neutral; A=Atrayente; *
Intervalos de confianza al 95%, b: pendiente de la linea de regresién, EE: error estandar, *Medias con distinta letra en
una columna son estadisticamente diferentes (Tukey, P< 0.05)

5.2 Toxicidad
5.2.1 Toxicidad en adultos

La mortalidad maxima obtenida por los cuatro aceites oscilé entre el 18 y 38% a la
concentracion 35 mg-mL™. El producto Anasef-T causd la mayor toxicidad (38%) y Akaroil la
mas baja (18%) (Cuadro 2). El aumento en la toxicidad del aceite se relaciond con el aumento de
la concentracion. Aungue en ningln caso se obtuvo mortalidad total con la concentracion més alta
probada (35 mg-mL), se detectaron diferencias significativas (P < 0.05) entre concentraciones (P
< 0.05) (Cuadro 2). Dichos resultados se asemejan a los obtenidos por Childers y Rogers (2005),
Qureshi et al. (2014) y Pérez-Zarate et al. (2016), quienes determinaron que los aceites no
controlan adecuadamente a adultos de D. citri en condiciones de campo. Sin embargo, se
contraponen a los resultados de Ruiz-Galvan et al. (2015) quienes obtuvieron mortalidad superior
a 90% al aplicar Saf-T-Side al 0.8% y Cabrera-Cabrera et al. (2010) quienes obtuvieron
mortalidades > 70% a aplicar Sigatoka y Rocio Spray al 0.5% en condiciones de laboratorio y
Najar-Rodriguez et al. (2008) obtuvieron un efecto tdxico cercano a 100% en pulgones, al aplicar
volimenes y concentraciones altas de aceites. EI volumen de aplicacion varia en funcién del
método de aplicacion seleccionado y este puede influir en los resultados obtenidos. En esta
investigacion se realizo aplicacion topica. Este método asegura que una cantidad conocida del
aceite entre en contacto directo con el cuerpo del insecto, y por tanto, si el aceite tiene efecto toxico
se obtendria como resultado una mortalidad alta. Sin embargo, Najar-Rodriguez et al. (2008)
mencionan que la toxicidad de los aceites se relaciona directamente con sus caracteristicas
lipofilicas, y al tener afinidad con las ceras del cuerpo del insecto se da una penetracion rapida,
entra en contacto con las células, érganos y se acumula en el tejido graso, ganglios nerviosos, para
finalmente provocar la muerte en poco tiempo. La baja toxicidad ocasionada por los aceites en este
estudio puede relacionarse con el bajo volumen de aplicacién del aceite (0.2 pL/insecto). Dicho

volumen no logré una cobertura total del cuerpo del insecto y por tanto la penetracién fue minima,

26



en cambio a concentraciones altas y volumenes adecuados se podria lograr un cubrimiento cercano
al 100%. Lo anterior coincide con Najar-Rodriguez et al. (2008) quienes comentan que la
reduccion del tiempo de muerte y mortalidad del pulgdn Aphis gossypii ocasionada por aceites
derivados del petréleo estuvo ligada al aumento en el volumen en aplicacion topica y con el estado
de desarrollo tratado. Sieburth et al. (1998) mencionan gue los huevos y ninfas jovenes de moscas

blancas son mas susceptibles que los adultos.

Cuadro 2. Mortalidad (%) de adultos de Diaphorina citri a las 24 h después de la aplicacion de

cuatro aceites minerales.

Concentracion AKAROIL ANASEF-T SAF-T-SIDE STYLET-OIL
(mg-mL1) Mortalidad (%)
35.0 18.0 a! 38.0a 29.0a 30.0a
10.0 12.0b 20.0b 16.0b 19.0b
1.0 8.0 bc 13.0 bc 6.0c 11.0c
0.1 6.0 cd 11.0cd 4.0 cd 10.0c
0.01 6.0 cd 8.0 cde 40cd 5.0 bc
0.001 3.0de 6.0 cde 1.0cd 0.0e
0.0001 00e 3.0de 1.0cd 1.0ed
Testigo 00e 10e 0.0d 0.0e
Pr>X?2 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
X2 25.22 23.59 46.25 52.74
CLso - - - -
b+EE 0.22+0.04 0.26+0.05 0.35+0.05 0.34+0.05

b: pendiente de la linea de regresion, EE: error estandar, ! Medias con distinta letra en la misma columna son
estadisticamente diferentes (Tukey, P <0.05).

5.2.2 Toxicidad en ninfas

Los cuatro aceites minerales evaluados causaron efecto toxico positivo a las 24 horas de
evaluacion; dicha actividad se relaciond positivamente con la concentracion. Toxicidad total
(=100%) para todos los aceites se obtuvo al aplicar la concentracion de 35 mg-mL™?, pero
mortalidad significativa (>50%) se obtuvo a partir de los 6 mg-mL™ (Cuadro 3).

Las CLso’s, para los cuatro aceites oscilaron entre 1.05 y 1.71 mg-mL™y el mejor producto fue
Stylet-Oil con una CLso de 1.05 mg-mL™ seguido por Anasef-T (1.24 mg:mL™?), Akaroil (1.43
mg-mL™?) y Saf-T-Side (1.71 mg-mL™) (Cuadro 3). Se obtuvo una respuesta homogénea la cual se
determiné por el valor de la pendiente (b > 1) para tres de los cuatro aceites; Akaroil, Anasef-T y
Saf-T-Side (0.92, 0.88 y 0.92, respectivamente), mientras que en Stylet-Oil fue de 0.78 (Cuadro
3).
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Cuadro 3. Mortalidad (%) de ninfas del quinto instar de Diaphorina citri a las 24 h después de la

aplicacion de cuatro aceites minerales.

Concentracion AKAROIL ANASEF-T SAF-T-SIDE STYLET-OIL
(mg'mL™?) Mortalidad(%)

35.0 100.0 at 100.0 a 100.0a 100.0 a

10.0 95.0a 96.0 a 91.0b 92.0b

6.0 53.0b 55.0b 53.0c 53.0c

2.0 48.0b 49.0b 43.0d 48.0 c

1.0 31.0c 35.0c 29.0¢e 41.0d

0.1 19.0d 22.0d 20.0f 32.0e

0.01 8.0e 10.0e 80g 10.0f

Testigo 10f 20e 2049 209
Pr>X2 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001

X2 15.74 16.05 16.32 15.70

CLso 1.43(0.22-6.99) 1.24(0.18-6.03) 1.71(0.31-8.21) 1.05(0.12-5.54)
b+EE 0.92+0.23 0.88+0.22 0.92+0.23 0.78+0.20

b: pendiente de la linea de regresion, EE: error estandar. *Medias con distinta letra en la misma columna son
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05)

Los resultados de esta investigacion coinciden con los obtenidos por Stansly et al. (2011), Leong
et al. (2012) y Quereshi et al. (2014) quienes obtuvieron niveles de control mayores a 50% al
aplicar concentraciones de 0.35 y 2% en campo (Rae et al., 1997; Ruiz-Galvan ef al., 2015). Sin
embargo, y aunque varios autores comentan que se logran mejores resultados cuando los aceites
de petroleo se dirigen a los primeros instares ninfales y se aplican via aspersion, los aceites
ejercieron buen control también para ninfas del quinto instar (Qureshi et al.,2010; Stansly ef al.,
2014; Orozco-Santos et al., 2016). Por tanto, con la investigacion realizada se pudo corroborar la
eficacia de los aceites para el control de ninfas de D. citri, por lo que puede sugerirse la utilizacion

de aceites minerales con el objetivo de controlar ninfas de cualquier instar.

5.2.3 Toxicidad en huevos

Los cuatro aceites ejercieron efecto toxico positivo sobre huevos de D. citri, y ocasionaron una
mortalidad >80% a la dosis de 10 mg-mL™' (Cuadro 4). Las CLsp obtenidas a los 7 dias
postratamiento oscilaron entre 0.004 y 0.1 mg-mL™, y fueron similares en el caso de Anasef-T y
Saf-T-Side (0.1 mg:mL™) (Cuadro 4). Se observé también una reduccién de porcentaje de
mortalidad de huevos al paso de los dias, lo cual se debe al tiempo de incubacion natural. El valor
de la pendiente en todos los casos fue menor a la unidad, lo cual indica respuesta no homogénea

de los huevos. Los aceites que sobresalieron a la dosis alta fueron Stylet-Oil, seguido por Saf-T-
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Side al ocasionar un 96.39 y 91.30% respectivamente de mortalidad de huevos a los 7 dias
postaplicacion. Se observaron diferencias significativas entre dosis en cada aceite (P < 0.05).

Los resultados de la presente investigacion difieren de los obtenidos por Ruiz-Galvan et al. (2015)
quienes encontraron un menor porcentaje toxicidad del 25% en huevos a los 6 dias postratamiento
al aplicar Saf-T-Side al 1%, y mencionan que los huevos que no eclosionaron mostraron sintomas

de ruptura, deshidratacién y obscurecimiento.

El efecto toxico de los aceites sobre huevos de insecto se debe principalmente a la formacion de
una pelicula fina sobre la superficie del huevo, y ocasiona la muerte del huevo por asfixia (Stadler
y Buteler, 2009). Rae et al. (1997) mencionan que la poblacion de D. citri se reduce en los arboles
de citricos que son tratados con aceites previo a la emergencia de los adultos, lo cual podria

atribuirse a los efectos toxicos de los aceites sobre los huevos.

Con este estudio se demuestra que los aceites poseen actividad tdxica sobre huevos del PAC, por
lo que es viable recomendarlos para el control del PAC en estados de desarrollo temprano.
Importante mencionar que las ninfas de primer instar en todos los tratamientos murieron posterior
a la emergencia, en algunos casos se presento el fendmeno de inhibicién de la emergencia, pues

las ninfas no lograron salir por completo del huevo.

Cuadro 4. Mortalidad (%) de huevos de Diaphorinacitrialos 5, 6 y 7 dias después de la aplicacion

de aceites minerales.

Concentracién AKAROIL
mg-mL? 5 dias 6 dias 7 dias
Mortalidad de huevos Mortalidad de huevos Mortalidad de huevos
(%) (%) (%)
10 91.96 at 89.50 a 86.67 a
1 77.28b 75.66 b 75.07 ab
0.1 71.37b 66.37 bc 62.35 bc
0.035 65.24 bc 61.13 cd 55.48 cd
0.010 55.01 cd 52.33 de 51.60 cd
0.001 49.11d 4550 e 44,80 d
0.00035 17.39e 15.13 f 14.78 e
Testigo 15.30 e 9.69 f 8.60 e
Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001
x? 22.54 28.99 29.16
CRso 0.025(0.003-0.19) 0.026(0.004-0.15) 0.033(0.006-0.21)
b+EE 0.53+0.12 0.48+0.09 0.45+0.08
ANASEF-T
10 84.47 a 82.25a 81.25a
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1 82.87a 80.64 a 80.43a
0.1 74.53 ab 70.83 ab 70.05 ab
0.035 67.69 ab 63.79 ab 63.00 ab
0.010 59.07 b 52.36 bc 51.44 bc
0.0035 34.61c 31.63 cd 30.99 cd
0.001 34.17c 30.75cd 30.28 cd
Testigo 14.83 ¢ 11.46d 10.03 d
Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001
X2 26.80 33.34 32.77
CRso 0.02(0.003-0.08) 0.03(0.006-0.11) 0.01(0.009-0.015)
b+EE 0.45+0.09 0.44+0.08 0.43+0.08
SAF-T-SIDE
100 9250 a 91.50a 91.30a
10 89.75 ab 85.35 ab 84.86 a
1 74.01 be 69.94 be 69.13 b
0.1 71.53 cd 67.68 cd 67.11b
0.01 65.34 cd 62.11 cd 60.37 bc
0.0035 55.90d 52.68d 50.11 ¢
0.0010 38.88 e 35.72¢ 33.21d
Testigo 14.81 f 11.62 f 8.71le
Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001
X2 56.06 56.25 60.33
CRso 0.008(0.001-0.03) 0.01(0.002-0.05) 0.01(0.002-0.05)
b+EE 0.34+0.04 0.32+0.04 0.32+0.04
STYLET-OIL
10 97.30a 96.59 a 96.39 a
1 83.02 ab 80.02 ab 78.71b
0.1 77.54 be 72.85 be 72.03 be
0.01 67.03 bcd 62.63 cd 61.96 cd
0.0035 65.09 cd 59.95 cd 58.90 cd
0.001 53.89 de 49.42 de 48.42d
0.00035 36.82 e 33.15¢e 31.53e
Testigo 14.27 f 8.60 f 7.16f
Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001
X2 54,71 60.07 55.04
CRsp 0.003(0.0005-0.008) 0.003(0.0008-0.01) 0.004(0.0007-0.01)
b+EE 0.44+0.06 0.43+0.05 0.42+0.06

b: pendiente de la linea de regresion, EE: error estandar. *Medias con distinta letra en la misma columna son
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05)

5.3 Inhibicion de la oviposicion de D. citri

Los cuatro aceites ocasionaron una inhibicion de la oviposicion positiva. A la concentracion de 1
mg-mLse observo una reduccion de la oviposicion >93.63%, siendo similar el comportamiento
en los cuatro aceites evaluados a la dosis alta (1 mg-mL™?) (P<0.05) (Cuadro 5). La concentracion
inhibitoria media (I0Cso) en los cuatro productos evaluados oscilo entre 0.0002 y 0.003 mg-mL*?
(Cuadro 5). Resultados similares obtuvieron Leong et al. (2012) con una reduccion de ovoposicion

mayor al 70% al aplicar D-C Tron® Plus al 0.35%, y mencionan que dicho efecto se debe a la
disuasion de la ovoposicion.
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La inhibicion de la oviposicion se relaciona con la formacion de una fina pelicula sobre los tejidos
de las plantas después de la aplicacion, lo cual interfiere con la liberacion de volatiles liberados
por las plantas, dificultando el reconocimiento por los insectos fit6fagos (Mensah et al., 2005;
Ouyang et al., 2008) asi como también por accion directa de los volatiles liberados por la
descomposicion de los aceites al ejercer accion repelente o enmascarar a los volatiles producidos
por la plantas, ademas de la inhabilitacion de sitios de alimentacion y ovoposicion (Rae et al., 1997
Nguyen et al., 2007; Ouyang et al., 2008)

Cuadro 5. Inhibicion de oviposicion de Diaphorina citri a las 48 h después de la aplicacion de

cuatro aceites minerales.

Concentracion AKAROIL ANASEF-T SAF-T-SIDE STYLET-OIL
(mg-mL1) Mortalidad (%)
1.00 93.63 a’ 94.67 a 94.67 a 96.08 a
0.35 77.71 ab - - -
0.1 73.89 bc 90.00 a 74.00 b 77.78 b
0.035 63.69 bcd - 68.67 b 69.93 b
0.01 58.60 cd 84.67 ab 67.33 b 67.32 cb
0.0035 - 75.33 bc 50.00 ¢ -
0.001 52.23 de 66.00 c 41.33¢ 49.67 cd
0.00035 - - 25.33d -
0.0001 36.31e 48.67d - 35.29 de
0.000035 - 28.67e - -
0.00001 - - - 31.37e
Testigo 0.00 f 0.00 f 0.00 e 0.00 f
Pr>X? <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
X2 26.62 39.89 36.48 39.34
10Cso 0.001(0.0002-0.004) 0.0002(0.00005-0.0005) 0.003(0.001-0.007) 0.0006(0.0001-0.002)
b+EE 0.36+0.07 0.50+0.08 0.57+0.09 0.38+0.06

b: pendiente de la linea de regresion, EE: error estandar. 'Medias con distinta letra en la misma columna son
estadisticamente diferentes (Tukey, P < 0.05)

5.4 Alteraciones en el integumento causadas por los aceites minerales en ninfas de D.

citri.

Los cuatro aceites evaluados afectaron adversamente la integridad de las ninfas tratadas. En todos
los casos (Akaroil, Anasef-T, Saf-T-Side y Stylet-Oil) y en comparacion con el testigo, se observo
una notoria reduccion del espacio interno (celoma) del cuerpo de la ninfa, degradacion celular y
compactacion de organos internos (Figura4 A, By C).

La aplicacién de Akaroil provoco un arqueamiento del cuerpo (Figura 5 B) acompanado de una

fuerte degradacion y compactacion de drganos internos (Figura 5 C y E), ademés de una expansion
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y separacion de la cuticula (Figura 5 E). El Anasef-T y Stylet-Oil, produjeron también degradacion
y compactacion de organos internos, pero estas fueron mas marcadas que en Akaroil, ademas de
deshidratacion, lo que propicié un cambio de aspecto de la cuticula del insecto (Figura6 ABy C,
8 A 'y B). En el caso de Saf-T-side, se presentd deshidratacion del insecto y una compactacion

menor (Figura7 By C).

Los resultados en este estudio coinciden con lo reportado por Ong, (1926) y Taverner et al. (1998)
quienes anotan que las alteraciones internas de los especimenes causadas por los tratamientos
aplicados pueden ser ocasionadas por la entrada de los aceites a través de la cuticula y aberturas
naturales como las traqueas. Después del acceso, los aceites se desplazan hacia la hemolinfa y se
distribuyen en todo el cuerpo, para después alojarse en tejidos grasos y otras partes internas (Roy
et al., 1943). Al parecer la degradacion celular interna de o6rganos se origina cuando los aceites
entran en contacto con los lipidos de la membrana celular lo cual altera su permeabilidad y/o
solubilidad (lisis o disrupcion celular) (Ong, 1926; Van Overbeek y Blondeau, 1954).
Wigglesworth (1945), menciona que los aceites disuelven la capa lipoide de la cuticula, lo cual
ocasiona la deshidratacion.

Como fue evidente en este estudio la intensidad del dafio fue variable en funcion del aceite
aplicado. En Anasef-T la degradacion y compactacion de 6rganos internos fue mas pronunciada
respecto del efecto de los otros aceites. Esta diferenciacion podria relacionarse con el contenido
de emulsionantes en las formulaciones de los cuatro aceites evaluados, y su interaccion de todos
los componentes de la formulacién como reportaron Najar-Rodriguez et al. (2008), en pruebas in
vitro con células de Drosophila, pues observaron que al aplicar aceites sin emulsionante se da una
penetracion a través de la membrana celular y se acumula en el citoplasma, lo que causa la
deshidratacion de las células en poco tiempo. En cambio, cuando se aplicé el emulsionante solo,
se observd que la membrana celular se desintegra por completo y se da la pérdida del contenido
citoplasmatico.

En este estudio no fue posible observar alteraciones de la cuticula, debido a que los insectos morian
en un lapso de tiempo corto. Aunque la penetracion fue rapida, la cuticula no sufri6 alteraciones
evidentes, por lo que en estudios proximos se estudiaran diferentes dosis subletales con el fin de

obtener resultados contundentes sobre el efecto de aceites minerales en el integumento del insecto.
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Figura 4. Testigo con aplicacion de acetona grado técnico A) Espécimen completo de ninfa de
quinto instar de Diaphorina citri, B) Corte transversal C) Corte longitudinal. (Escala 500 pm).

Figura 5. Tratamiento Akaroil (1%). A y B) Espécimen completo de ninfa de quinto instar de

Diaphorina citri, C y E) Corte transversal D) Corte longitudinal. (Escala 500 pm).
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Figura 6. Tratamiento Anasef-T (1%). A) Espécimen completo de ninfa de quinto instar de

Diaphorina citri, B) Corte transversal C) Corte longitudinal. (Escala 500 pm).

Figura 7. Tratamiento Saf-T-Side (1%). A) Espécimen completo de ninfa de quinto instar de
Diaphorina citri, B) Corte transversal C) Corte longitudinal. (Escala 500 pm).

34



Figura 8. Tratamiento Stylet-Oil (1%). A) Espécimen completo de ninfa de quinto instar de

Diaphorina citri, B) Corte transversal C) Corte longitudinal. (Escala 500 pm).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio muestran que los aceites minerales y/o parafinicos tienen la
capacidad de repeler a adultos, no tienen efecto toxico considerable sobre estos, en cambio sobre
ninfas y huevos se obtuvieron efecto de toxicidad considerable, ademas ejercen actividad
inhibitoria de la oviposicion y causan alteraciones internas de los 6rganos, cuando se aplican sobre
ninfas. El efecto toxico mas alto a una concentracion de 35 mg-mL™* fue de 38% cuando se aplico
Anasef-T. El efecto repelente tuvo una relacion positiva al aumento de la concentracién. Las
concentraciones de 35 mg'-mL™? en todos los productos evaluados consiguieron una repelencia >
90%. En cambio, en ninfas ocasionaron toxicidad de 100%. En huevo, dosis de 1 mg-mL! fueron
suficientes para inhibir hasta en 90% la ovoposicion. Los cuatro aceites evaluados afectaron
adversamente la integridad de las ninfas tratadas, en todos los casos y se observo degradacion
celular y compactacion de oOrganos internos. Por tanto, se infiere que los aceites minerales
representan una herramienta Gtil en el manejo integrado de D. citri, ya que son capaces de afectar
mas de un estado de desarrollo de la plaga. Se recomienda el uso de los aceites minerales para

suprimir poblaciones del PAC en campo a una dosis al 3%.
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