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SUPERVIVENCIA Y REPRODUCCION DE Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE)
EN PLANTAS DE NARANJA Y LIMA MEXICANA SANAS E INFECTADAS CON
Candidatus Liberibacter asiaticus
Ana Karen Ramirez-Sanchez

Colegio de Postgraduados, 2016, M.C.

RESUMEN

Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) es una bacteria fastidiosa transmitida
por el psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae),
gue causa la enfermedad de huanglongbing (HLB) en citricos. La bacteria mantiene
una asociacidon compleja con su vector. Para entender mejor estas relaciones y
determinar el efecto del patégeno sobre D. citri, la supervivencia y reproduccion de
éste fueron comparadas en plantas de naranja y lima mexicana sanas e infectadas con
ClLas. Las tablas de supervivencia se construyeron con cohortes de huevos recién
puestos y las de reproduccién se obtuvieron de 30 hembras por tratamiento. La
supervivencia y longevidad de adultos de D. citri fue mayor en plantas de naranja
(70.75-74.12%) respecto a las criadas en lima (58.5-61.3 %). El tiempo de desarrollo
del psilido, de huevo a adulto, se redujo sobre las plantas de naranja infectadas con
CLas (15.15 d) en comparacion con plantas de lima infectadas y plantas sanas (16.07-
17.14 d). En ambos hospederos, la mayor mortalidad (dx) se presentd en huevo (14-30
%); esta ultima superd la mortalidad acumulada del resto de los estados ninfales (13-
18 %). La fecundidad (mx) (633 huevos/ hembra), la tasa neta de reproduccion (RO)
(221.73 descendientes/ hembra/ generacion); la tasa intrinseca de incremento (rm)
(0.13 hijas/hembra/d), la tasa infinita de crecimiento (A) (1.14 individuos/d) y tiempo de
generacion (T) (41.03 d) fueron favorables para los psilidos portadores criados en
naranja, en comparacion con los criados en plantas sanas de ambos hospederos y
limas infectadas. Estos resultados sugieren un efecto benéfico de la bacteria para
psilidos portadores criados en naranja y una interaccion neutral entre la bacteria y los

psilidos criados en lima mexicana.

Palabras clave: Psilido Asiatico de los Citricos, HLB, interaccion, plantas hospederas



SURVIVAL AND REPRODUCTION OF Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) ON
ORANGE AND MEXICAN LIME HEALTHY AND Candidatus Liberibacter asiaticus
INFECTED PLANTS

Ana Karen Ramirez-Sanchez
Colegio de Postgraduados, 2016, M.C.

ABSTRACT

Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) is a fastidious bacteria transmitted by
the Asian Citrus Psyllid, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), which causes
the huanglongbing (HLB) disease in citrus. The bacterium has a complex association
with its vector. In order to understand better these relationships and to determine the
effect of the pathogen on the vector, the survival and reproduction of D. citri were
compared on CLas infected and healthy orange and Mexican lime plants. Life tables
were constructed starting with cohorts of recently laid eggs and fecundity tables were
obtained from 30 females per treatment. The survival and longevity of adults of D. citri
were greater on orange plants (70.75 - 74.12%) in comparison with Mexican lime plants
(58.5-61.3%). Time development of psyllid, from egg to adulthood, was reduced on
ClLas infected orange plants (15.15 day) compared with infected Mexican lime and
healthy plants (16.07-17.14 d). In both hosts, the highest mortality (dx) occurred in egg
stage (14-30%), the value exceeded the cumulative mortality of nymphal stage (13-
18%). Fecundity (mx) (633 eggs/female), the net rate of reproduction (RO) (221.73
descendants/female/ generation), the intrinsic rate of increase (rm) (0.13
daughters/female/day), the infinite rate of growth (A) (1.14 individuals/day) and the
generation time (T) (41.03 days) were favorable for carrier psyllids reared on orange
compared with infected Mexican lime and healthy plants of both hosts. Results suggest
a beneficial effect of CLas on the carrier psyllids reared on orange and a neutral

interaction between the bacterium and the psyllids reared on Mexican lime.

Key words: Asian Citrus Psyllid, HLB, interaction, host plants
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1. INTRODUCCION

La transmision de patdgenos de plantas por insectos vectores es un proceso
biologico complejo que implica interacciones entre plantas, insectos y patdgenos
(Purcell, 1982). Dicha interaccion puede tener efectos positivos, neutrales o negativos
en los vectores (Weintraub y Beanland, 2006). Existen reportes que indican que las
tasas de desarrollo, longevidad y fecundidad difiere entre los insectos que se alimentan
de plantas infectadas respecto a los que se alimentan de plantas sanas, debido a que
la infeccion del patdogeno provoca cambios en el contenido nutricional o la supresion de
sustancias de defensa de las plantas (Matthews, 1981; Power, 1992; Luan et al. 2013).
Por ejemplo, la infeccion del Aster Yellow Phytoplasm (AYPs), incrementd la
fecundidad de la chicharrita Macrosteles quadrilineatus (Forbes) y expandi6 la gama de
hospederos de Dalbulus maidis (Delong y Wolcott), en comparacion a las criadas en
plantas sanas (Kingdom y Hogenhout, 2007). En contraste, la exposicién del psilido
Cacopsylla melanoneura Forster a plantas infectadas con Candidatus Phytoplasma
mali no afect6 la supervivencia del insecto pero si redujo su fecundidad (Malagnini et
al. 2010). De igual forma, la longevidad de la chicharrita verde Nephotettix virescens
(Distant) se redujo en plantas de arroz infectadas con el virus del tungro (Saxena y
Khan, 1985), lo que fue relacionado con una alta concentracion de azucares y baja
concentracion de aminoacidos solubles en las plantas enfermas. La fecundidad y
esperanza de vida de las mosquitas blancas Bemisia tabaci (Gennadius) fueron
disminuidas cuando se expusieron a plantas infectadas con el Tomato Yellow Leaf Curl
Virus (Czosnek et al. 2001). Contrario a ello, la aptitud biolégica de la mosca B. tabaci
fue significativamente mejorada cuando se desarrolldé en plantas de tabaco infectadas
con el Tomato Yellow Leaf Curl China Virus. Dicha respuesta fue asociada con la
supresion de la sintesis de terpenoides que median la defensa de la planta (Luan et al.
2013; Luan et al. 2014).

Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) es una bacteria fastidiosa que causa la
enfermedad de huanglongbing (HLB) en citricos (Bové, 2006; Roossinck, 2011) y es
transmitida en forma persistente por el psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri

Kuwayama (Hemiptera: Liviidae). En circunstancias optimas, los adultos y ninfas de 4°
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y 5° instar adquieren la bacteria en 15 minutos de alimentacion y de 5 a 7 h son
suficientes para la transmisién efectiva del patdgeno (Inoue et al. 2009; Pelz-Stelinski
et al. 2010; Luo et al. 2015). La bacteria se multiplica en la hemolinfa y glandulas
salivales de los psilidos (Pelz-Stelinski et al. 2010; Shankar y Abrol, 2012; Grafton-
Cardwell et al. 2013) por lo que la dispersion del HLB es dependiente de la densidad y
movimiento de D. citri entre arboles infectados y sanos, asi como de la disponibilidad
de brotes jovenes (Tsai et al. 2002; Qureshi y Stansly 2008; Ortega-Arenas et al.
2013). El vector mantiene una relacion estrecha con la bacteria de modo que prefiere
alimentarse, al menos inicialmente, de plantas infectadas debido a que éstas liberan
volatiles como el salicilato de metilo y D-limoneno que median la preferencia del psilido
(Mann et al. 2012). Aunque, algunos estudios sugieren también que las poblaciones de
D. citri portadoras de la bacteria son mas susceptibles a insecticidas (Tiwari et al. 2011)
y hongos entomopatogenos (Ordufio-Cruz et al. 2015), desventaja que fue
correlacionada con un gasto energético por sintesis de esterasas y reduccion de

nutrientes (costo fisioldgico), lo cual finalmente afecto la aptitud biolégica del insecto.



2. OBJETIVOS

Dado que D. citri y el HLB estan presentes en México (SENASICA, 2016) y las
pérdidas a nivel nacional pueden exceder el 50% de la produccion citricola proyectada,
lo que representa un fuerte impacto negativo para las unidades productivas (Salcedo et
al. 2012) es importante entender las interacciones entre el patdogeno (CLas), el vector
(D. citri) y la planta huésped (citricos) para determinar las implicaciones que ello tendria
en la definicion de una estrategia de manejo. Por lo anterior, se plantearon como

objetivos:

1.2 General

% Comparar la supervivencia y reproduccion de D. citri en plantas de lima mexicana
var. Colimex y naranja dulce var. Valencia sanas e infectadas con la bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) para determinar el efecto de ésta en su

vector.

1.2 Especificos

« Determinar la duracién de ciclo de vida y las curvas de supervivencia de D. citri en

<,

plantas de naranja dulce var. Valencia y lima mexicana var. Colimex, sanas e
infectadas con CLas.

% Evaluar la mortalidad, sobrevivencia y esperanza de vida de D. citri en plantas de
naranja dulce var. Valencia y lima mexicana var. Colimex, sanas e infectadas con
ClLas.

< Estimar la tasa neta de reproduccion, la tasa intrinseca neta y el tiempo de
generacion de reproduccién natural de D. citri en plantas de naranja dulce var.

Valencia y lima mexicana var. Colimex, sanas e infectadas con CLas.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Impacto econémico de HLB - Diaphorina citri en México

Actualmente, la produccion de citricos a nivel global excede las 115 millones de
toneladas anuales (Orozco-Santos et al. 2014). Solamente en México, el cuarto
productor mundial, con una superficie para este cultivo que supera las 555 mil
hectareas, se obtuvieron 6.69 millones de toneladas con un valor estimado en 13,794
MDP (Orozco-Santos et al. 2014; SIAP, 2014).

No obstante, la riqueza citricola del pais, dicha industria se encuentra amenazada
por patdégenos transmitidos por insectos que han acabado con produccion de otros
paises, o han exigido que los gobiernos y productores inviertan grandes sumas de
dinero para su manejo. Entre los patdgenos que destacan por sus efectos devastadores
se encuentran actualmente el virus de la tristeza (VTC) transmitido por pulgdn café de
los citricos (Toxoptera citricida Kirk.), la leprosis de los citricos (Citrus leprosis virus C
(CiLV-C) transmitida por el &caro Brevipalpus sp. y el huanglongbing (HLB) (Candidatus
Liberibacter spp.) asociado a Diaphorina citri Kuwayama, su vector.

El HLB es una de las enfermedades mas destructivas de los citricos a nivel mundial
y responsable de la muerte de millones de &rboles (Roistscher, 1996; Halbert y
Manjunath, 2004; Bové, 2006). Es un problema que afecta a toda la planta; los
sintomas tardan al menos seis meses en manifestarse, inicialmente aparece un brote
con amarillamiento en hojas que contrasta con el verde de la planta; los sintomas son
mas evidentes durante otofio-invierno, observandose amarillamiento y moteado
intenso. Los arboles enfermos producen frutos amargos, no aptos para el consumo,
deformes y, con el tiempo, mueren. En México el HLB es una enfermedad
relativamente reciente, pues los ultimos registros indican que se encuentra presente en
391 municipios de 22 de los 24 estados citricolas del pais (SENASICA, 2016).

De acuerdo con las estimaciones oficiales, las pérdidas a nivel nacional pueden
exceder el 50% de la produccion proyectada, lo que representa un fuerte impacto
negativo no solo para las unidades productivas, sino para los trabajadores que

dependen de esta industria como fuente de sustento econdmico (Salcedo et al. 2010;
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SENASICA, 2016). Con base a dichos estudios, Veracruz, Colima y Michoacan, se
consideran entidades de alto riesgo epidémico y de impacto comercial. Mientras que la
Peninsula de Yucatan y la vertiente del Pacifico constituyen regiones de riesgo, pero
de relativo bajo impacto econdmico. Sin embargo, los eventos de 2011 mostraron que
la costa del Pacifico se ha vuelto de alto riesgo debido a la alta susceptibilidad del
limén mexicano al HLB y D. citri (SIAP, 2014). En general, a nivel nacional se verian
afectados 69 mil productores, 154 mil empleos directos, alrededor de 60 viveros
certificados, 138 empacadoras, 110 enceradoras, 22 plantas jugueras y 5 gajeras las

cuales dependen de la citricultura mexicana (Salcedo et al. 2011).

3.2 Estrategias de Manejo de D. citriy HLB

El HLB es actualmente la amenaza fitosanitaria mas importante para la actividad
citricola a nivel mundial, debido principalmente a la complejidad del manejo tanto de la
bacteria que la causa como del vector y por las multiples implicaciones sociales y
econOomicas asociadas. De esta forma, se han planteado algunas estrategias para
reducir la dispersion de la enfermedad en los huertos citricolas que se fundamentan en
la aplicacion de medidas preventivas como el reforzamiento de la vigilancia
cuarentenaria para detectar al vector y al HLB, con el fin de enfrentarlos
oportunamente empleando medidas como la destruccion de arboles infectados y la
erradicacion del vector mediante control quimico bajo un programa de manejo
integrado (Childers et al. 2002; Halbert y Manjunath, 2004; Qureshi y Stansly, 2008;
SENASICA, 2016).

A raiz de la deteccion del HLB en Tizimin, Yucatan, en julio de 2009 y como parte
de un plan de emergencia para mitigar el riesgo de introduccion y dispersion de la
enfermedad en México, se establecié la Norma Oficial Emergente, NOM-EM-47-FITO-
2009, en la que se determinan las acciones descritas tanto en el “Protocolo de
Actuacién para la deteccién del HLB” y como en el “Protocolo de Actuacion ante la
Emergencia por la Deteccion del Huanglongbing”, éste ultimo contemplaba actividades
de eliminacion de plantas positivas a la bacteria, eliminacién voluntaria de la planta

limonaria (Murraya paniculata), control del vector, exploracion, delimitacion del brote,



muestreo y diagnostico, asi como la capacitacion y divulgacion. Mas tarde, la
publicacién del Acuerdo en agosto de 2010, respondié a la necesidad de contar con un
instrumento juridico para implementar una estrategia nacional para el manejo y control
del HLB, en la que participaran los gobiernos Federal, Estatales y Municipales, asi
como los tres Sistemas Producto Nacionales involucrados correspondientes a los
citricos dulces (naranja, toronja y mandarina), limén persa y limon mexicano
(SENASICA, 2014).

En 2011, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA) a través de la Direccion General de Sanidad Vegetal (DGSV) implemento
un programa piloto de control de D. citri, en los estados de Colima, Michoacan y
Yucatan, en el cual se realiz6 la aplicacion de aceites, sales potasicas y productos
guimicos en una superficie estimada de 20,000 hectareas (Robles, 2012). Asi mismo,
el SENASICA junto con investigadores del INIFAP y otras instituciones y técnicos de
los Organismos Auxiliares de Sanidad Vegetal (OASV) elaboraron un Protocolo para
establecer areas regionales de control del Huanglongbing y el Psilido Asiatico de los
Citricos (ARCOs) (Robles, 2012; SENASICA, 2014).

El establecimiento de las ARCOs plantea entre otros objetivos la deteccion
sintomatica y asintoméatica de HLB con el propésito de establecer las medidas
fitosanitarias tendientes al control y manejo en las zonas donde se encuentra dicha
enfermedad; y de esta manera retrasar y reducir la incidencia de la misma, disminuir la
poblacion de psilidos locales, aun en huertos abandonados, reducir los costos de
manejo y proteger y conservar los vegetales, productos y subproductos libres del
patdgeno (Bassanezi, 2010; Robles, 2010; Robles, 2012; SENASICA, 2012).

A la fecha (abril 2016) operan en México 87 ARCOs establecidas en los 24 estados
productores de citricos, logrando cubrir una superficie de 118,954 hectareas. En éstas
se llevaron a cabo aplicaciones regionales totales, la atencién de focos de infestacion
del psilido y el control del vector en 202,157 traspatios de zonas urbanas aledafias a
las ARCOs (SENASICA, 2016).

El control genético y productos de nueva generacion para el control de la
bacteria, asi como el esfuerzo de acciones coordinadas entre paises por medio de

organismos regionales e internacionales como el OIRSA y FAO, son los retos para el



desarrollo de estrategias emergentes en la busqueda de soluciones a esta importante
enfermedad (SENASICA, 2016).

3.3 Biologia y ecologia de D. citri

D. citri como todos los hemipteros tiene metamorfosis incompleta, por lo que su
ciclo biolégico comprende una etapa de huevo, cinco estadios ninfales y el adulto. La
hembra oviposita en los brotes tiernos, hojas jévenes y en las axilas de las mismas
(Huang et al. 1999). ElI nimero maximo de huevos por hembra varia de 630 a 1900
dependiendo de las condiciones ambientales y la planta hospedante (Huang, 1990;
Chavan y Summanwar, 1993; Liu y Tsai, 2000). Los huevos recién depositados son de
color amarillo mate, después adquieren una coloracion amarillo naranja y requieren de
2-4 dias para completar su maduracion. Cuando termina el desarrollo del huevo, éste
se rompe por la parte apical que es por donde emerge una ninfa que se mueve por un
tiempo corto para seleccionar un punto de alimentacién, después se vuelve sedentaria
y forman colonias de numero variable sobre tejidos tiernos y peciolos (Fonseca et al.
2007). Después de que la ninfa comienza a alimentarse, pasa por otras cuatro etapas
o instares de desarrollo, en cada caso de mayor tamafo, hasta transformarse en
adulto.

Generalmente los adultos estan aptos para iniciar el cortejo a las pocas horas
después de la emergencia. Pueden vivir varios meses, copulan varias veces y las
hembras son mas longevas que los machos (Mead, 1977). El ciclo de vida de huevo a
adulto puede completarse en dos o tres semanas en climas tropicales, pero puede
requerir hasta dos meses en climas frios (Hodkinson, 2009). Sin embargo, la duracién
del ciclo de vida del insecto o de alguno de sus estadios ninfales, depende del
hospedante donde se desarrollan (Morales et al. 2010). La temperatura ambiente es un
factor determinante en la tasa de desarrollo de huevos y ninfas de D. citri, ya que
regula de manera potencial el nimero de generaciones al afio (Hodkinson, 2009). El
psilido asiatico de los citricos (PAC) es un insecto muy persistente, y sobrevive a una
amplia gama de temperaturas extremas que van desde los 45°C en climas aridos hasta

los -7°C en zonas humedas subtropicales (Aubert y Hua, 1990). De acuerdo con Atwal



et al. (1968) el intervalo de temperatura favorable para el desarrollo del psilido varia
entre 22 y 29°C. Por su parte Liu y Tsai (2000) y Fung y Chen (2006) reportan un
intervalo 6ptimo de 25-28°C, mientras que temperaturas constantes de 16°C son
detrimentales para los adultos. En la India los adultos pueden vivir 190 dias en invierno
y soOlo 20 dias en verano (Chavan y Summanwar, 1993), mientras que en China
subtropical el PAC pasa el invierno como imago alargando su desarrollo hasta tres
meses Y tiene la capacidad de sobrevivir a periodos cortos de frio hasta de -7°C. Fung
y Chen (2006) sefialaron que la longevidad del adulto de D. citri en M. paniculata se
redujo de 84 dias a 20°C a 36 dias a 28°C y Liu y Tsai (2000) reportan que a 15°C el
desarrollo de huevo hasta adulto se concreta en 49.3 dias, mientras que a 28°C se
logro en soélo 14 dias.

La reproduccion del D. citri es dependiente de la disponibilidad de brotes jévenes
pequefios u hojas tiernas recién expandidas. Los adultos y ninfas deben alimentarse
de brotes tiernos para madurar sus huevos y completar su desarrollo (Tsai et al. 2002;
Fernandez y Miranda, 2005). La producciéon de brotes es influenciada por el clima,
edad, variedad y fenologia de la planta (Tsai y Liu, 2000) por lo que la presencia de
éstos y en consecuencia la dinAmica de poblacion del PAC puede variar entre
regiones, esto hace necesario el conocimiento particular de dichas interacciones que

den pauta al disefio de estrategias de manejo del insecto y del HLB.

3.3.1 Hospederos

Datos existentes en el Museo Nacional Britanico, indican que el hospedante original
de D. citri probablemente fue una especie de Murraya, pero esta plaga se desarrollo
rapida y exitosamente en citricos (Hollis, 1987). Este insecto fue ampliando su gama de
hospederos, lo cual le llevd todo un proceso evolutivo en el que intervinieron
principalmente la temperatura y precipitacion que varian en respuesta a la latitud y
altitud del lugar y a la continentalidad. Los compuestos quimicos del hospedante han
evolucionado por lo que el insecto debe adaptarse, esta coevolucion es muy

importante para la seleccién del hospedero (Hodkinson, 2009).



Hoy en dia D. citri es considerada un organismo polifago, que tiene como
hospederos principales a especies del género Citrus, especialmente la naranja (C.
sinensis), limon (C. limon) y lima mexicana (C. aurantifolia), asi como a la planta
ornamental Murraya paniculata (L.) Jack. (Hollis, 1987). Sin embargo, el tipo de
hospedante causa diferentes efectos sobre el psilido, aumentando o disminuyendo sus
poblaciones (Tsagkarakis y Rogers, 2008) y en otros el desarrollo es exitoso (Baloch y
Ghaffar, 1984).

La reproduccion del insecto esta determinada por la atraccion inicial del
hospedante, de su capacidad de ovipositar y de sobrevivir hasta la emergencia del
adulto (Aubert y Hua, 1990; Hodkinson, 2009). En este sentido, existen factores que
influyen en la preferencia del hospedante tales como la fenologia, la cantidad de ceras
en la superficie de las hojas, la dureza fisica del brote, el color de la hoja, la presencia
de productos quimicos como el cariofileno y bajas concentraciones de repelentes como
los compuestos fendlicos o glucosinatos (Moran y Brown, 1973), por lo que el éxito en
el desarrollo del psilido varia en funcion a de la susceptibilidad del hospedero. Al
respecto, Nava et al. (2007) realizaron estudios en tres hospederos donde encontraron
gue la viabilidad ninfal fue mayor al desarrollarse en C. sunki, en comparacion con M.
paniculata y C. limonia. Por otro lado, Tsai y Liu (2000) mostraron que los mejores
hospederos fueron C. paradisi y M. paniculata, pues en éstos la fecundidad y
longevidad de D. citri fue mayor. Y demostraron con ello la existencia de variaciones en
el ciclo de vida y comportamiento reproductivo del psilido, al interactuar en diferentes
hospederos (Tsai y Liu, 2000; Fonseca et al. 20075; Nava et al. 2007).

En Asia, M. paniculata es el hospedero preferido; C. aurantifolia (Christm.) Swingl y
B. koeniggi son buenos hospederos ya que en ellos el desarrollo del psilido es comun;
sin embargo, en Filipinas los adultos de D. citri fueron atraidos mas por Clausena
anisumoleons Merrill que por M. paniculata (Aubert y Hua, 1990). Para México, y en
contra de las referencias bibliograficas a nivel mundial que evidencian a las naranja
dulce como el hospedero mas susceptible, las limas mexicana y persa se presentan
como los hospederos preferenciales y en consecuencia con mayor dafio causado por
el PAC (Salcedo et al. 2010).



Hall et al. (2008) mencionan que altas infestaciones de la plaga pueden presentarse
en cualquier hospedero citrico, siempre y cuando existan las condiciones ambientales
favorables y haya disponibilidad de brotes (Tsai y Liu, 2000; Medina et al. 2007). Al
respecto, Tsai et al (2002) al estudiar la dindmica poblacional de D. citri en
plantaciones de M. paniculata y toronja (C. paradisi Macfady) encontraron que la
abundancia poblacional fue similar en ambos hospederos y sefialaron que el
crecimiento continuo de los brotes producidos por M. paniculata juega un papel
importante en mantener altas poblaciones de este insecto cuando no hay disponibilidad
de brotes en huertos comerciales de citricos. En hospederos preferenciales como C.
paradisi y C. sinensis cv ‘Marrs’ ocurren generalmente mayores poblaciones debido a
gue presentan sincronia con los periodos de brotacidn y las hojas de éstos contienen
los nutrimentos esenciales que garantizan su supervivencia (Liu y Tsai, 2000 Hall et al.
2008; Ortega-Arenas et al. 2013). Un alto indice de oviposicion en pomelo resulta de la
interaccidon de factores fisiol6gicos de la planta o factores fisicos como la dureza de la
hoja, ya que ésta es mas ondulada y pubescente que en otras plantas, haciendo a ésta
una hospedera mas atractiva y adecuada para la oviposicion y refugio de los insectos
(Moran y Buchan 1975; Tsai y Liu 2000), aunque Wenninger et al. (2009) sefalan que
la calidad de la planta hospedante disminuye a través del tiempo por la alimentacion
continua de una alta densidad del psilido, inyeccion de toxinas salivales, presencia de

endosimbiontes y/o predisposicidén genética.

3.3.2 Darios de D. citri

D. citri se alimenta de la savia de las plantas hospederas y como consecuencia de
ello causa dafios directos produciendo distorsion y alteraciones en el crecimiento de
hojas y brotes asi como muerte de yemas apicales, afectando de esta manera el
desarrollo normal de las plantas. Estos dafios se acentian cuando las poblaciones del
insecto son abundantes debido a que pueden matar los brotes nuevos o causar la
abscision de hojas o brotes terminales (Tsai et al. 2002). El psilido produce ademas
cantidades importantes de sustancias azucaradas donde se desarrollan los hongos
saprofitos que originan ‘fumagina’ (Aubert, 1987; Chen, 1998; Michaud, 2004). Sin
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embargo, el dafio principal de D. citri es como vector de la bacteria causal del
‘greening’ o ‘huanglongbing’ de los citricos.

El agente causal consistentemente asociado a los sintomas de HLB es una bacteria
fastidiosa Gram negativa, perteneciente a la subdivision alfa de las proteobacterias.
Existe en la naturaleza bajo las formas Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), C. L
africanus (CLaf) y C. L americanum (CLam), que difieren en su patogenicidad por una
combinacién de condiciones ambientales e insectos vectores (Bové, 2006).

D. citri puede adquirir la bacteria como ninfa o adulto (Yamamoto et al. 2006)
durante la alimentacion (Pelz-Stelinski et al. 2010; Ammar et al. 2013). Si esto ocurriera
en el estado ninfal, los adultos son capaces de transmitirla inmediatamente después de
la emergencia (Pelz-Stelinski et al. 2010).

El agente causal del HLB inicialmente se observo en las glandulas salivales, camara
de filtracion del intestino anterior y dentro de las células del ventriculo e intestino
posterior. Recientemente, mediante técnicas moleculares, se ha detectado al patdgeno
también en el canal alimenticio, tubos de malpighi, hemolinfa, masculos, tejido graso y
ovarios de D. citri (Ammar et al. 2011). Dentro del insecto, la bacteria cruza la pared
intestinal hasta llegar a las glandulas salivales via hemolinfa, lo cual ocurre de 1 a 3
semanas segun la virulencia de la cepa (Orozco, 1995; Ramos, 2008).

Estudios previos reportan que la adquisicion del patégeno requiere un periodo de 15
minutos a 24 horas y un tiempo de 15 minutos a 7 horas para que el psilido inocule al
patdgeno (Capoor et al. 1974; Buitendag y von Broembsen, 1993). Sin embargo, los
resultados hasta ahora son inconsistentes debido a que la eficiencia en la transmision
varia en funcion del hospedante, patdgeno, o ambos (Pelz-Stelinski et al. 2010), tiempo
de alimentacién del insecto, estado de desarrollo y variacion genética entre las
poblaciones (Almeida et al. 2005). De igual manera se indica que el tiempo requerido
para que la bacteria circule (latencia), penetre a las glandulas salivales y se multiplique
comprende de 1 a 25 dias (Xu et al. 1988; Roistacher, 1991; Abrol y Shankar, 2012).
Inoue et al. (2009) sefialan que la multiplicacién del patégeno solo se lleva a cabo en
las ninfas, lo que explica la mayor eficiencia de éstas en la transmision de la bacteria,
en especial las de tercero y cuarto instar (Hung et al. 2004). La transmision de la

bacteria esta regulada por el efecto de la temperatura y varia de acuerdo a la
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localizacion geogréafica (Wang, 2002), susceptibilidad y edad del hospedante (Lopes et
al. 2009; Tiwari et al. 2012), numero de insectos infectados (Pelz-Stelinski et al. 2010) y
la cantidad de bacteria adquirida por el vector (Tiwari et al. 2012). Ademas, Ammar et
al (2011) sugieren gque el intestino medio y las glandulas salivales actian como una
barrera en la transmisién del patégeno.

Hasta ahora no hay estudios contundentes que confirmen la existencia de
transmision transovarica de la bacteria en D. citri. Sin embargo, el hecho de que Trioza
erytreae y Bactericera cockerelli vectores de Ca. L. africanus y Ca. L. psyllaurous/
solanacearum, respectivamente, puedan transmitir las bacterias transovaricamente,
abre la posibilidad de que D. citri lo pueda hacer en el corto plazo. En relacién a lo
anterior, Mann et al. (2011) al realizar apareamientos forzados entre machos
infectados y hembras sanas, encontraron que la bacteria se transmite sexualmente de
los machos infectados a las hembras sanas, pero no de las hembras infectadas a los
machos sanos, sin embargo, las hembras que adquirieron al patdégeno durante el
apareamiento fueron capaces de transmitir a la bacteria transovaricamente. En tanto
que Pelz-Stelinski et al. (2010) confirmaron haber logrado la transmision transovarica

de Ca. L. asiaticus por D. citri, aunque a una tasa del 2-6%.

3.4 Interacciones biolégicas

Existen multiples factores bidticos y abioticos involucrados en las interacciones que
determinan el éxito o fracaso del desarrollo y establecimiento de una plaga en una
region. Entre estos, la temperatura, humedad relativa, precipitacion, hospedante
(fenotipo, genotipo, fisiologia, fotoquimica), enemigos naturales (depredadores,
parasitoides, hongos entomopatégenos) y labores agricolas (poda, fertilizacion,
densidad de plantacion) que ejercen influencia directa sobre la densidad poblacional
(Aurambout et al. 2009).
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3.4.1 Interacciones planta-patégenos-insectos

Los cambios inducidos por los patdégenos en los metabolitos y nutrientes de las
plantas pueden provocar alteraciones en sus vectores afectando la biologia y la
naturaleza de las interacciones entre el hospedero y los vectores de patdgenos.
Weintraub y Beanland (2006) sefialan que la relacion entre el patégeno y el insecto
vector puede ser benéfica, dafiina o neutral en términos de su impacto a la salud del
primero. Esto implica que algunos patégenos pueden afectar de forma favorable a los
insectos, en tal grado que dichos vectores pueden sobrevivir mas tiempo y producir
mas individuos que aquellos insectos no infectados (Murral et al. 1996; Bealand et al.
2000). También es comun observar que las plantas infectadas por virus, fitoplasmas,
bacterias u hongos estan infestadas por insectos, lo que da la impresion de que tales
individuos son una mejor fuente de alimento, debido a que los cambios en las
caracteristicas fisicas de la planta proporcionan sitios de refugio, sombreados vy
hamedos, necesarios para algunas especies de insectos vectores (Maramorosch y
Koprowski, 1984).

Existen reportes que indican que las tasas de desarrollo, longevidad y fecundidad
difieren entre los insectos que se alimentan de plantas enfermas respecto a los que lo
hacen en plantas sanas, debido a que la infeccion del patdgeno provoca cambios en el
contenido nutricional o la supresibn de sustancias de defensa de las plantas
(Matthews, 1981; Power, 1992; Luan et al. 2013). Al respecto, Hunt y Nault (1990)
reportan una mayor supervivencia de la chicharrita Graminella nigrifrons (Forbes)
cuando se desarrollaron en plantas infectadas con el virus del enanismo clorético del
maiz; asi mismo en los estudios por Kingdom y Hogenhout (2007) determinaron que la
infeccion del Aster Yellow Phytoplasm (AYPs), incrementd la fecundidad de la
chicharrita Macrosteles quadrilineatus (Forbes) y expandio la gama de hospederos de
Dalbulus maidis (Delong y Wolcott), en comparacion a las criadas en plantas sanas
(Kingdom y Hogenhout, 2007). En contraste, la longevidad de la chicharrita verde
Nephotettix virescens (Distant) se redujo en plantas de arroz infectadas con el virus del

tungro (Saxena y Khan, 1985), lo que fue relacionado con una alta concentracién de
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azucares y baja concentracion de aminoacidos solubles en las plantas enfermas.
Similar a ello, la exposicion del psilido Cacopsylla melanoneura Forster a plantas
infectadas con Candidatus Phytoplasma mali no afectd la supervivencia del insecto
pero si redujo su fecundidad (Malagnini et al. 2010), mientras que en la chicharrita
Amplicephalus curtulus, la presencia de Candidatus Phytoplasma ulmi (16SrV-A)
disminuyé la supervivencia y el niumero de descendientes, lo cual asociaron con una
reduccion en el contenido de proteina total y de la actividad de las enzimas
desintoxicantes (Arismendi y Catrrillo, 2015). La fecundidad y esperanza de vida de las
mosquitas blancas Bemisia tabaci (Gennadius) fueron disminuidas cuando se
expusieron a plantas infectadas con el Tomato Yellow Leaf Curl Virus (Czosnek et al.
2001). Contrario a ello, la aptitud biolégica de la mosca B. tabaci fue significativamente
mejorada cuando se desarrollé en plantas de tabaco infectadas con el Tomato Yellow
Leaf Curl China Virus, esta respuesta fue relacionada con la supresion de la sintesis de
terpenoides que median la defensa de la planta (Luan et al. 2013, Luan et al. 2014).
Los nutrientes en la planta, como se ha mostrado en los reportes anteriores, juegan
un papel importante, pues los carbohidratos son la fuente principal de energia y son
utilizados en gran parte como componentes del exoesqueleto y las proteinas son

esenciales para el desarrollo y reproduccion de los insectos (Llanderal, 2000).

3.4.2 Interacciones D. citri - citricos - Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas)

El agente causal del HLB de los citricos es una bacteria fastidiosa Gram negativa
gue se encuentra limitada al floema e invade totalmente a la planta al moverse a través
de los poros de los tubos cribosos. El patbgeno es un simbionte obligado, ya que
necesita de los dos hospedantes (planta y el insecto vector) para dispersarse (Bai et al.
2006).

CLas en plantas se considera como un parasito mas que un patégeno, ya que
causa desbalances metabolicos en el hospedero por reduccidon de nutrientes o
interferencia en la transportacion, lo cual resulta en sintomas de HLB (Duan et al.
2009). La principal razén de dichos sintomas es el bloqueo del floema causado por el

taponamiento de los poros cribosos, a causa de la deposicion de grandes cantidades
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de calosa y algunas proteinas. La reaccion de la planta ante la presencia de la bacteria
causa el agotamiento de nutrientes en otras células vecinas, alterando con ello su
metabolismo funcional (Trivendi et al. 2009).

La sacarosa es generalmente el principal producto del metabolismo del carbono
fotosintético y representa, en la mayoria de las plantas, el carbohidrato predominante
transportado en los tubos cribosos del floema de hojas jovenes, raices, flores y frutos
(Zimmermann y Ziegler, 1975). Azlcares tales como sacarosa y la glucosa no son soélo
recursos metabolicos y componentes estructurales de las células, sino también
elementos que actian en la sefializacion de compuestos que pueden alterar la
expresion génica del crecimiento y desarrollo de la planta (Smeekens, 2000). Estudios
realizados por Fan et al. (2010) mostraron que la infeccion por CLas induce la
acumulacién de sacarosa en hojas infectadas, lo que implica que la translocacion del
fotoasimilado se deteriore. Esta acumulacion de azucares puede causar la deformacion
y disminucion en la talla del fruto o el aborto de semillas parcialmente desarrolladas
(Gomez-Cardenas et al. 2000). También, el aumento de azlUcares se asocia con el
moteado asimétrico, amarillamiento y aclaramiento de las nervaduras de las hojas,
debido a que éstos conducen a la represion de genes implicados en la fotosintesis, y
sintesis de clorofila (Smeekens, 2000). Asi mismo se ha demostrado que la
acumulacién de almidén en hojas y corteza, y una disminucion en raices, producto del
bloqueo del transporte de fotoasimilados, causa necrosis en el floema lo que
contribuye a la obstruccion e induccion de otros cambios anatomicos (Schneider, 1968;
Etxeberria et al. 2009; Fan et al. 2010). Cabe mencionar que C. Liberibacter tiene la
capacidad de metabolizar los azucares (sacarosa y glucosa), por tanto, la presencia de
la bacteria baja la concentracion de dichos azlcares en la savia del floema, lo cual
finalmente ocasiona cambios en la distribucién de los metabolitos de la planta (Kim et
al. 2009; Mendoza, 2013; Soto, 2014).

Por otra parte, las plantas enfermas por CLas presentan un metabolismo diferente y
son gquimicamente diferentes de las plantas sanas; a menudo son cloréticas y la
atraccion que el amarillo ejerce sobre la mayoria de los insectos podria explicar la

invasion de aquéllas por plagas y vectores, el color de las hojas determinara si el
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insecto permanecera, o no, durante periodos prolongados sobre determinado follaje
(Wu et al. 2015).

Los cambios en la nutricibn de las plantas, principalmente el contenido de
aminoacidos y carbohidratos del floema son afectados por el HLB, lo que mejora el
valor nutricional para los insectos que se alimentan de éste (Mann et al. 2012). La
fecundidad, supervivencia, y el comportamiento son rasgos primarios alterados en
insectos vectores debido a esta infeccion (Fereres y Moreno, 2009; Finke, 2012; Mann
et al. 2012).

Asimismo, la infecciébn por un patégeno tipo fitoplasma en el insecto hospedero
tiene implicaciones sobre la incidencia y dispersion de la enfermedad que causa. Si el
insecto vive mas tiene la oportunidad de infectar a mas plantas y producir mayor
cantidad de descendientes (Weintraub y Beanland, 2006). Estudios recientes
realizados por Martini et al. (2015) demostraron que la adquisicion de C. Liberibacter
por D. citri aumentod la movilidad y desplazamiento del psilido y con ello la dispersion
de la bacteria. También encontraron que las hembras infectadas fueron mas atractivas
a los machos.

Poco se sabe acerca del efecto directo de un patégeno tipo bacteria sobre su
vector; sin embargo, los estudios de Mann et al. (2012) refieren que D. citri prefiere
alimentarse, al menos inicialmente, de plantas infectadas debido a que éstas liberan
volatiles como el salicilato de metilo y D-limoneno que median la preferencia del
psilido. Aunque, algunos estudios sugieren también que las poblaciones de D. citri
portadoras de la bacteria son mas susceptibles a insecticidas (Tiwari et al. 2011) y
hongos entomopatégenos (Ordufio-Cruz et al. 2015), desventaja que fue
correlacionada con un gasto energético por sintesis de esterasas y reduccién de

nutrientes (costo fisioldgico), lo cual finalmente afecto la aptitud bioldgica del insecto.
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4. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el Campo Experimental Tecoman del INIFAP, ubicado

en el Km. 35 Carretera Colima-Manzanillo, Tecoman, Colima.

4.1 Criade D. citri

La cria masiva de D. citri se establecié en plantas de naranja dulce (Citrus sinensis
L. Osbeck Rutaceae) var. Valencia y lima mexicana (C. aurantifolia Christ Rutaceae)
var. Colimex, con ~1000 adultos provenientes de la cria existente en el Area de
Insectos Vectores del Programa de Entomologia y Acarologia del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, recolectados inicialmente en huertos de naranja
var. Valencia de la comunidad de Cazones de Herrera, Veracruz, y mantenidas
aisladas en invernadero desde 2009. A los adultos se les permiti6 estar sobre las
plantas con brotes durante una semana. Una vez lograda la oviposicion en éstas, los
insectos se retiraron utilizando un aspirador bucal y las plantas ya infestadas se
mantuvieron en jaulas de alambre de acero (30 x 30 x 30 cm) cubiertas con malla
antiafidos a una temperatura de 27 + 3°C y 12:12 de fotoperiodo, hasta alcanzar la
emergencia de nuevos adultos. Las plantas infestadas se colocaron en jaulas libres de
adultos con el fin de tener material biolégico nuevo y poblaciones con edades

controladas.
4.2 Plantas sanas

Para realizar las pruebas también se utilizaron plantas de naranja dulce y lima
mexicana de 18 meses de edad, adquiridas en el vivero comercial certificado El Edén,

en Tecoman, Colima, plantadas en bolsas de plastico negro (18x30 cm), con suelo tipo

migajon como sustrato.
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4.3 Plantas enfermas

Para la obtencion de plantas de naranja dulce positivas al HLB, se recolectaron
varetas de arboles de naranja dulce var. Valencia, con evidentes sintomas de la
enfermedad de una huerta comercial ubicada en el municipio de Cabo Corrientes,
Jalisco. Las varetas se injertaron individualmente sobre plantas sanas del patron
Volkameriana para obtener plantas enfermas que se mantuvieron en invernadero para
la realizacién de las pruebas.

Las plantas de lima mexicana con HLB se generaron injertando varetas procedentes
de &rboles enfermos, de la misma especie, inicialmente infectados de forma natural y
aislados con una casa malla, en la localidad El Ahijadero, municipio de Tecoman, lugar
donde se detectd por primera vez la presencia de HLB en 2010 (SENASICA, 2016).
Las varetas se injertaron sobre plantas sanas del patron Macrofila, mismas que se
mantuvieron aisladas en invernadero y al cuidado del Dr. José Joaquin Veldzquez
Monreal, en el Campo Experimental Tecoman-INIFAP. Al momento de emplearse en la
presente investigacion las plantas infectadas con Candidatus Liberibacter asiaticus,
tanto de naranja como lima, tenian dos afios de edad. La presencia de la bacteria en
las plantas enfermas se confirmé mediante la técnica de PCR (Polymerase Chain

Reaction) Tiempo Real.

4.4 Ensayos biolégicos

El estudio se realiz6 en dos etapas. En la primera, se determiné la supervivencia de
D. citri en plantas sanas e infectadas con HLB, mientras que en la segunda se evalué
la tasa reproductiva de psilidos sobrevivientes de la primera etapa, en plantas sanas de

lima y naranja.

4.4.1 Supervivencia

La supervivencia de D. citri, se determin0 a traves de la técnica denominada tablas

de vida de cohorte (Badii et al. 2000). Para ello se utilizaron cuatro plantas sanas y
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cuatro enfermas, tanto de naranja dulce var. Valencia como de lima mexicana var.
Colimex de dos afios de edad. En cada planta se seleccionaron dos brotes jévenes
gue se aislaron, individualmente, empleando una pequefia jaula construida con un
recipiente cilindrico de plastico liso trasparente (150 mL de capacidad) con un orificio
lateral (2x2 cm) cubierto con tela de organza para permitir la ventilacion. Con ayuda de
un pequefio microaspirador bucal, y por otro orificio lateral menor se introdujeron 20
psilidos adultos de la cria, en una proporcion de machos y hembras de 1:1, de 3 a 6
dias de emergidos y con 2 horas en ayuno previo. Después de un periodo de
alimentacion-adquisicion de 48 horas (tanto en plantas sanas como enfermas), los
adultos se retiraron y se contabilizé el nimero de huevos depositados; esto ultimo se
hizo bajo un microscopio estereoscopico. Del total de huevos depositados se
seleccionaron 100 de ellos (cohorte) por cada brote y el resto se removio con un alfiler
entomoldgico. Cada brote infestado se aisl6 nuevamente, de la manera como fue
indicado, para evitar infestaciones secundarias. Las plantas se dispusieron al azar en
diferentes jaulas cubiertas con malla antiafidos.

Cada 24 horas los brotes se revisaron, bajo un microscopio estereoscoépico, para
cuantificar el numero de huevos y ninfas vivas y muertas, y el instar en que se
encontraban en el momento. El registro culminé cuando en las plantas sanas el 95%
de ninfas alcanz6 el estado adulto. Ademas, los adultos emergidos se colectaron
diariamente, y se transfirieron a brotes de nuevas plantas sanas de la misma especie
(naranja dulce o lima mexicana). Cada planta se aislé con una jaula cilindrica (30x20
cm) construida con alambre y envuelta con tela tul. Cada 24 horas y hasta su muerte,
se registré el numero de adultos vivos y muertos y su sexo. El estudio se realizé en las
mismas condiciones de temperatura y humedad relativa en que se mantuvo la cria. El
disefio experimental fue completamente al azar con ocho repeticiones por hospedero y
condicién y su respectivo testigo, el cual constd de una planta, de naranja o lima, sana

o enferma y libre de D. citri.
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4.4.2 Reproduccion

Las tasas de reproduccion de cada cohorte se determinaron por medio de la
elaboracion de tablas de fertilidad. Para ello se seleccionaron al azar 30 parejas de D.
citri, de un dia de emergidas, de las pruebas anteriores (plantas de naranja o lima
sanas y/o enfermas). Cada pareja se transfiri6 a un brote nuevo y se aislé, de igual
forma que en el ensayo de supervivencia, con la finalidad de registrar el nimero de
huevos depositados por hembra. Se realizaron 30 réplicas por hospedero y condicion
y, para facilitar el conteo, cada pareja se transfirid, diariamente y hasta su muerte, a un
brote nuevo y aislado de forma individual. Los ensayos se realizaron en condiciones
controladas a 27+3°C, 70% de HR y 12 h de fotoperiodo.

4.5 Anélisis Estadistico

A partir de datos obtenidos de los estudios biologicos realizados se estimo la
duracién de cada estado bioldgico, ciclo biolégico y longevidad de adultos (dias). Las
medias se compararon usando Tukey (p<0.05) en el programa Statistix 8.1. Asi mismo
con estos datos se estimé la muerte en cada intervalo de edad (dx), la mortalidad
aparente (100qx) y la esperanza de vida de los individuos (ex). Las curvas de
supervivencia y mortalidad se determinaron mediante la prueba no paramétrica de Log
Rank [Mantel-Cox] (p<0.05). Para la construccion de las tablas de vida se tomé en
cuenta la edad pivotante (x), la edad especifica de supervivencia (Ix) y la edad
especifica de fecundidad (mx). Dichos datos fueron registrados en las pruebas de ciclo
de vida y fecundidad y se procesaron empleando el programa SAS descrito por Maia et
al. (2000) con el fin estimar los intervalos de confianza de los pardmetros bioldgicos, la
tasa neta de reproduccion (Ro), tiempo de generacion (T), tasa intrinseca de
incremento (rm), tiempo de duplicacion (d) y tasa infinita de crecimiento (A). La

comparacién entre los parametros se realiz6 mediante una prueba de t.
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5. RESULTADOS

El tiempo de desarrollo promedio de huevo a adulto de D. citri fue de 16.29 + 0.8
dias con un intervalo de 15 a 17 dias. No se encontraron diferencias claras en el
tiempo de desarrollo de cada estadio de las cohortes criadas en plantas de C. sinensis
y C. aurantifolia, sanas e infectadas. No obstante, la duracién total del ciclo fue
significativamente reducida en plantas de naranja infectadas con CLas (15.15 dias),
comparada con los 16-17 d en el resto de los tratamientos (gl=3, f= 4.29, p= 0.0131).
La longevidad de adultos de D. citri criados en plantas de lima infectadas fue
significativamente reducida respecto a las desarrolladas en los otros tratamientos
(gl=3, = 8.08, p= 0.0000) (Cuadro 1).

Méas del 58% de los individuos supervivio desde huevo a adulto en los cuatro
tratamientos y la mayor mortalidad (dx) se presenté en huevo (14-30 %); esta Ultima
supero la mortalidad acumulada del resto de los estados ninfales (13 -18 %) (Cuadro 2)
(Figura 1).

La supervivencia difirid entre tratamientos (x2=609.434, gl=3, p < 0.000), con un
mayor numero de supervivientes en plantas de naranja respecto a las criadas en lima
(Cuadro 2). Se obtuvieron curvas de supervivencia tipo lll, lo cual indica que la
mortalidad se concentra en los primeros estados de desarrollo. La etapa mas
vulnerable se registro justo en la fase de huevo y después la mortalidad se mantuvo
mMAas 0 menos estable y a la baja durante los estadios ninfales y el adulto, de modo que
la prueba de Log Rank (Mantel-Cox) detectd diferencias (p<0.05), hasta los 45 dias
entre hospederos, y a partir de los 60 dias en condicidon (sanas o infectadas) con
tendencia favorable hacia los insectos criados en plantas de naranja infectadas con
HLB (Figura 2).
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Cuadro 1. Tiempo de desarrollo y longevidad de D. citri (x £tEE) en plantas de naranjay

lima mexicana, sanas e infectadas con CLas.

Estado de C. sinensis var. Valencia C. aurantifolia var. Colimex
desarrollo Sana Infectada Sana Infectada
Huevo 4.26x0.03d*  5.15+0.03 b 4.88+0.03 ¢ 6.18+0.03 a
Ninfa | 1.994+0.03 b 1.704+0.03 c 2.50+0.03 a 1.59+0.03 d
Ninfa Il 2.18+0.04 a 1.34+0.04 ¢ 2.25£0.04 a 1.61+0.04 b
Ninfa Ill 1.994+0.03 b 1.7440.03 c 2.26+0.04 a 1.89+0.04 b
Ninfa IV 2.31+0.04 b 2.58+0.04 a 2.26+£0.04 b 2.60+0.04 a
Ninfa V 4.50+0.04 a 3.70+0.04 c 3.85+0.05 ¢ 4.27+0.05 b
Total 16.07+0.65a 15.15+1.19b  16.83+1.83 a 17.14+0.81 a
Longevidad
Adulto 34.07+0.47a 33.62+0.48a  32.76x0.53 a 30.83+0.52 b
Longevidad g ¢ i ¢ ¥ ¢ i ¢

355+ 326+ 350 + 322+ 344 £ 310 £ 31.8 £ 2982+
0.64a 0.75a 066a 0.77a 0.71a 0.67b 0.71b 0.64Db
*Medias con la misma letra en una fila no difieren estadisticamente entre si
(p=0.05).

Adulto * sexo

La oviposicion de D. citri comenzo entre los dias 4 y 7 posteriores a su emergencia y
difiri6 entre tratamientos (gl= 3, f= 9.36 p= 0.0000). El pico maximo de oviposicion se
registré6 entre la tercera y cuarta semana posteriores a su emergencia y el mayor
tiempo de oviposicidn se registré en naranja (Figura 3) (Cuadro 3). EI nUmero total de
huevos depositados (633.55+11.25) por hembra de D. citri criada en plantas de naranja
infectadas con CLas fue significativamente mayor (gl= 3, f= 37.5, p= 0.0000) respecto
de los puestos en plantas sanas (613.70£27.94) y en plantas de lima, tanto sanas
como infectadas (450.43+£11.41 y 445.07+8.34, respectivamente).
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Figura 1. Curvas de mortalidad (Log Rank [Mantel-Cox]) (p<0.05) de D. citri en plantas

de naranja y lima mexicana, sanas e infectadas con CLas.
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Figura 2. Curvas de supervivencia (Log Rank [Mantel-Cox]) (p<0.05) de D. citri en

plantas de naranja y lima mexicana, sanas e infectadas con CLas.

23



Cuadro 2. Tablas de vida (n=800) de cohortes de Diaphorina citri en plantas de naranja

y lima mexicana, sanas e infectadas con CLas.

Estado de C. sinensis var. Valencia
desarrollo Sana Infectada
Ix dx 100gx ex Ix dx 100gx  ex

Huevo 800 112 14 5.34 800 117 15 5.28
Ninfa | 688 9 1 5.13 683 7 1 5.09
Ninfa Il 679 9 1 4.19 676 2 0 4.14
Ninfa llI 670 44 7 3.24 674 29 4 3.15
Ninfa IV 626 10 2 2.43 645 68 11 2.27
Ninfa V 616 23 4 1.46 577 11 2 1.48
Adulto 593 566

Estado de C. aurantifolia var. Colimex

desarrollo Sana Infectada

Ix dx 100qx ex Ix dx 100qx ex

Huevo 800 240 30 4.42 800 241 30 4.45
Ninfa | 560 13 2 5.09 559 5 1 5.15
Ninfa Il 547 0 0 4.2 554 7 1 4.19
Ninfa Ill 547 17 3 3.2 547 33 6 3.24
Ninfa IV 530 49 9 2.29 514 19 4 2.42
Ninfa V 481 13 3 1.47 495 4 1 1.49
Adulto 468 491

Los valores de las tasas netas de reproduccién (Ro) y el tiempo de generacion en
los dos hospederos y condicion, calculadas a partir de la elaboracion de las tablas de
fertilidad (Cuadro 3), muestran una disminucién en el tiempo generacional y un
aumento en la tasa neta de reproduccion (Ro) (221.73 descendientes/ hembra/
generacion), la tasa intrinseca de incremento (rm) (0.13 hijas/hembra/d) y tasa infinita

de crecimiento (A) (1.14 individuos/d) en los psilidos criados en naranja infectada, en
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comparacion con los criados en plantas sanas y lima infectada, 1o que representa un
crecimiento poblacional positivo en psilidos criados en plantas de naranja infectadas
(Cuadro 3).

300 - “ Lima mexicana sana
O Lima mexicana infectada

250 - o Naranja sana
§200 | ® Naranja infectada
g
P 150 2
2100 | C .
E b b D & BN
z2 07 é '

o - 7
1 2 3 4 5 6
Semanas

Figura 3. Oviposicion semanal de hembras de D. citri en plantas de naranja y lima
mexicana, sanas e infectadas con ClLas (Statistix 8.1). Normalizacién de datos con

logaritmo y comparacion de medias por la prueba de Tukey (a = 0.05).
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Cuadro 3. Parametros de crecimiento poblacional de Diaphorina citri en plantas de

naranja y lima mexicana, sanas e infectadas con CLas.

C. aurantifolia var. Colimex

C. sinensis var. Valencia

Parametro
sana infectada sana infectada
135.13 a 133.52 a 214.79 b 221.73 b
Tasa neta de
y (120.13- (128.40- (194.79- (213.69-
Reproduccion (Ro)
142.13) 138.64) 234.80) 229.79)
Tiempo de 4431 c 41.59 a 4245 Db 41.03 a
Generacion (T) (43.72-44.92)  (41.06- 42.13) (41.86-43.06) (40.61-41.46)
Tasa intrinseca de 0.110 a 0.117 b 0.126 ¢ 0.131d
incremento (rm) (0.109-0.112) (0.116-0.119) (0.124-0.129) (0.130-0.133)
Tiempo de 6.26 d 5.89¢c 5.48 b 5.26 a
duplicacion (d) (6.18-6.34) (5.82- 5.96) (5.38-5.58) (5.21-5.32)
Tasa infinita de 1.11a 1.12 b 1.13c 1.14d

crecimiento (A)

(1.125-1.128)  (1.123-1.126)

(1.132-1.137)  (1.139-1.142)

*Medias con la misma letra en una fila no difieren estadisticamente entre si (p<0.05).

26



6. DISCUSION

Los efectos de Candidatus Liberibacter en su vector parecen variables y complejos
con efectos positivos y neutros en su aptitud biologica. D. citri como insecto vector,
tiene como hospederos a plantas de la familia Rutaceae, particularmente de los
géneros Citrus y Murraya, donde al alimentarse causa distorsion y alteraciones en
brotes jovenes de los arboles (Tsai et al. 2002; Halbert y Manjunath, 2004). En gran
medida su capacidad de oviposicion y supervivencia depende de factores ambientales
y de la susceptibilidad del hospedante (Aubert y Hua, 1990; Hodkinson, 2009). En este
estudio se comprobd que tanto las plantas de naranja dulce Citrus sinensis como de
lima mexicana C. aurantifolia resultaron favorables para el desarrollo del psilido, pues
més del 58% de los individuos alcanzé el estado adulto. Lo anterior coincide con
reportes que indican que altas infestaciones pueden ocurrir en cualquier rutacea,
siempre y cuando existan condiciones ambientales favorables y haya disponibilidad de
brotes (Tsai et al. 2002; Hall et al. 2008; Ortega-Arenas et al. 2013). Los resultados
encontrados coinciden con la supervivencia (50%) reportada por otros autores (Bafios
et al. 2012; Alves et al. 2014) en estudios similares en M. paniculata. Por tanto, se
infiere que en iguales condiciones, D. citri puede desarrollarse favorablemente en uno
u otro hospedero. No obstante, y al igual que lo reportado por varios autores, se
encontraron variaciones en el tiempo de desarrollo promedio, de huevo a adulto, en
insectos criados en plantas infectadas respecto a las plantas sanas, con tendencias
favorables hacia insectos criados en naranja, hecho gque se relaciona con el tiempo de
exposicion previa de los insectos a plantas de naranja, pues como se indico
anteriormente éstos se recolectaron inicialmente en huertos de naranja dulce var.
Valencia y se han mantenido en cria en dicho hospedero, lo que probablemente
favorecié su acondicionamiento para la realizacion de los ensayos.

Aunque no se obtuvieron respuestas contrastantes en la supervivencia de individuos
de D. citri portadores y no portadores de CLas, se presentaron evidencias que indican
una reduccion de 1 a 3 dias en el tiempo generacional y un aumento en el nimero de
descendientes de los insectos criados en plantas de naranja con HLB, lo cual en el

largo plazo representa un crecimiento poblacional favorable en el hospedero. El
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crecimiento mejorado de D. citri en plantas infectadas por la bacteria parece ser el
resultado de la alteracion del estado nutricional de la planta y de la supresion de los
mecanismos de defensa de la misma contra el vector. Hodkinson (2009) menciona que
la baja calidad de nutrientes, especialmente nitrégeno y aminoacidos puede aletargar
el desarrollo de las ninfas. Contario a ello se ha demostrado que la infeccion causada
por CLas altera el metabolismo de carbohidratos y afecta la eficiencia del fotosistema Il
de plantas de lima mexicana, lo que podria favorecer el comportamiento reproductivo
del psilido (Esquivel et al. 2012; Soto, 2014). Fang et al. (2013) demostraron, mediante
el silenciamiento génico, que la presencia del TYLCV inhibio la sintesis y liberacion de
terpenoides, compuestos de defensa de las plantas, mejorando la atraccion y la aptitud
biolégica de Bemisia tabaci. Sin embargo, Mann et al. (2012) sefialan que el grado de
afectacion depende del tiempo de coevolucion e interaccion entre el patégeno y el
vector, puesto que inicialmente las plantas infectadas con CLas fueron mas atractivas
a D. citri en comparaciéon con las no infectadas, debido a que las infectadas liberan
volatiles como el salicilato de metilo y D-limoneno que median la preferencia del
psilido. Sin embargo, después de la alimentacién, los psilidos se dispersan hacia
plantas sanas debido a que la misma infeccion bacteriana altera la calidad nutricional,
reduce el contenido de maltosa y la concentracion de volatiles liberados por el
hospedero. ElI hecho de que en este estudio no se hayan obtenido resultados
contrastantes en la supervivencia y reproduccion de D. citri portadores y no portadores
de CLas quizas se relacione con la forma en que fueron montados los ensayos, pues
los adultos no tuvieron oportunidad de elegir libremente los sitios y tiempos para
alimentaciéon y oviposicién. Posiblemente si se hubiesen extendido los tiempos de
alimentacién, por varias generaciones en plantas infectadas, la probabilidad de adquirir
una mayor concentracion de inoculo, habria repercutido en su capacidad de
supervivencia, reproduccion y susceptibilidad a diferentes presiones de seleccion, tal
como ha sido documentado que los adultos de D. citri portadores de CLas en general
fueron méas susceptibles a hongos entomopatégenos (Ordufio et al. 2015) e
insecticidas (Tiwari et al. 2011). Por su parte Stavrinides et al. (2010) mencionan que la
asociacion entre bacterias fitopatdégenas e insectos vectores reduce el desempefio del

insecto. Este efecto esta bien documentado con Wolbachia y Rickettsias, donde el
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potencial bioloégico de Leptopilina heterotoma y B. tabaci se ha reducido por la
presencia de estos microorganismos (Fleury et al. 2000, Kontsedalov et al. 2008). Al
ser D. citri una plaga invasora y de reciente introduccion a México (2002) es posible
gue el aislamiento geografico desde su lugar de origen derive en adaptaciones,
inicialmente con algunos efectos negativos de ClLas sobre el psilido, hasta convertirse
en una relacion estable, minimizando los efectos deletéreos de la bacteria en el insecto
vector ya sea por destruccion del patégeno por enzimas proteoliticas presentes en el
intestino o facilitando su transito en el cuerpo del insecto para ser expulsado (Czosnek
et al. 2001; Liu et al. 2013). Los resultados en este estudio también muestran que la
interaccidon entre la bacteria y el psilido puede variar en relacién con el hospedero. En
la interaccion naranja-CLas-psilido, la presencia de la bacteria tuvo un efecto benéfico
para el insecto, debido a que redujo de 1 a 3 dias el tiempo generacional y aumenté la
fecundidad de las hembras criadas en plantas con HLB, lo cual en términos biolégicos
significa un mayor nimero de descendientes en un menor tiempo. En contraste, en
lima mexicana la interacciéon fue neutral debido a que la aptitud biolégica del psilido fue
similar al registrado en plantas sanas.

En resumen, los resultados muestran que las interacciones entre D. citri-CLas, tanto
en lima mexicana como en naranja, fueron favorables para el psilido y que la infecciéon
con la bacteria no parece afectar la aptitud biologica del vector, ya que aunque la
longevidad del adulto se vio disminuida en lima infectada, la tasa intrinseca de
crecimiento y tiempo de duplicacién neta fue mayor para los insectos criados en
plantas con HLB, lo cual de alguna manera compensa la carga sustitucional de la
poblacion.

Conocer mejor la interaccion entre el patégeno (CLas), el vector (D. citri) y la planta
huésped (citricos) puede ayudar a determinar entre otros aspectos la duracion de la
relacion, el efecto en la dispersion del patdégeno y, en el largo plazo, saber si esa
relacion puede explotarse de alguna manera para mejorar el manejo de este complejo

en citricos.
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7. CONCLUSIONES

La supervivencia y longevidad de adultos fue mayor en plantas de naranja respecto
a las criadas en lima mexicana. No obstante, en el tiempo de desarrollo del psilido, de
huevo a adulto, se redujo sobre las plantas de naranja infectadas con CLas en
comparacion con plantas de lima infectadas y plantas sanas de ambos hospederos.

En todos los tratamientos la etapa mas vulnerable en el tiempo de desarrollo de D.
citri se presentd en estado de huevo, no obstante méas del 50% de individuos
supervivientes alcanzaran el estado adulto.

La fecundidad, tasa neta de reproduccion, tasa intrinseca de incremento, tasa
infinita de crecimiento y tiempo de generacién fueron favorables para los psilidos
portadores criados en naranja, en comparacion con los criados en plantas sanas de
ambos hospederos y limas infectadas.

Se concluye que la bacteria no parece afectar la aptitud biolégica de D. citri, pues
aunque la longevidad del adulto se vio disminuida en lima infectada, la tasa intrinseca
de crecimiento y tiempo de duplicacién neto fue mayor para los insectos criados en
plantas con HLB, lo cual de alguna manera compensa la carga sustitucional de la
poblacion. Por tanto los resultados sugieren un efecto benéfico de la bacteria para
psilidos portadores criados en naranja y una interaccion neutral entre la bacteria y los

psilidos criados en lima mexicana.
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