COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO EN FITOSANIDAD

ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

MORTALIDAD DE Brevipalpus
yothersi OCASIONADA POR LA
INTERACCION ENTRE Amblyseius
swirskil, Neoseilulus californicus Y TRES
HONGOS ENTOMOPATOGENOS

JOSE ANDRES VAZQUEZ BENITO

T E S | S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

MAESTRO EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, ESTADO DE MEXICO

2021




La presente tesis titulada: Mortalidad de Brevipalpus yothersi ocasionada por la interaccién
entre Amblyseius swirskii, Neoseiulus californicus y tres hongos entomopatogenos, realizada
por el alumno: José Andrés Vazquez Benito, bajo la direccion del Consejo Particular indicado,

ha sido aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS
FITOSANIDAD
ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERA

ASESOR

ASESOR

ASESORA

Dra Carmela Neroan QIINZUCZ

Montecillo, Texcoco, Estado de México, julio de 2021



MORTALIDAD DE Brevipalpus yothersi OCASIONADA POR LA INTERACCION
ENTRE Amblyseius swirskii, Neoseiulus californicus Y TRES HONGOS
ENTOMOPATOGENOS

José Andrés Vazquez Benito, MC.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

El virus de la leprosis de los citricos es transmitido por el &caro Brevipalpus yothersi, se distribuye
en varias zonas de México y afecta a diferentes especies de citricos. El objetivo de este trabajo fue
determinar la accién individual de tres hongos entomopatégenos (Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae y Cordyceps fumorosea) y de los acaros depredadores: Neosiulus
californicus y Amblyseius swirskii, asi como su accién conjunta en la mortalidad de B. yothersi en
laboratorio. Primero se aplicaron suspensiones de conidios a hembras adultas de B. yothersi, en
concentraciones de 1 x 108 conidio/mL, y se introdujeron adultos de cada depredador junto a cada
uno de los estadios de B. yothersi. Posteriormente se utilizaron a los acaros depredadores como
posibles vectores de conidios de B. bassiana y M. anisopliae. Los hongos entomopatogenos
causaron mortalidades alrededor del 80% en hembras adultas de B. yothersi, mientras que los
depredadores consumieron huevos, larvas y ninfas del acaro. Las combinaciones de A. swirskii
con cualquier hongo entomopatdgeno, y la combinacion de N. californicus con M. anisopliae,
causaron mayores mortalidades que la accién individual de cada agente de control. La
combinacion de ambos agentes de control redujo las poblaciones de huevos y hembras adultas. En
conclusion, los éacaros depredadores fueron capaces de transportar conidios de hongos
entomopatogenos y su favorecio el control bioldgico de B. yothersi.

Palabras clave: Brevipalpus spp., acaros depredadores, Beauveria bassiana, Metarhizium

anisopliae y Cordyceps fumorosea.



MORTALITY OF Brevipalpus yothersi CAUSED BY INTERACTION BETWEEN
Amblyseius swirskii, Neoseiulus californicus AND THREE ENTOMOPATHOGENIC
FUNGI

José Andrés Vazquez Benito, MC.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

Citrus leprosis virus is transmitted by the mite Brevipalpus yothersi, spreading in various areas of
Mexico, affecting various citrus species. We study the individual action of entomopathogenic
fungi; Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and Cordyceps fumorosea and from predatory
mites; Neoseiulus californicus e Amblyseius swirskii, as well as their joint action of both control
agents in the mortality of B. yothersi in orange. We apply suspensions of conidia in B. yothersi
adult females, in concentrations of 1 x 102 conidia / mL and we introduce adults of each predator
next to each stage of B. yothersi. Subsequently, we used predatory mites as vectors for B. bassiana
and M. anisopliae conidia. Entomopathogenic fungi caused mortalities of more than 80% in adult
females of B. yothersi, while the predators consumed the eggs, larvae, and nymphs of the mite.
The combinations of A. swirskii with any entomopathogenic fungus and the combination of N.
californicus with M. anisopliae, caused higher mortalities than the individual action of each control
agent. The combination of both control agents reduced egg and adult female populations. In
conclusion, predatory mites are capable of vectorizing entomopathogenic fungal conidia and the
interaction between entomopathogenic fungi and predatory mites favors the biological control of
B. yothersi.

Keywords: Brevipalpus yothersi, predatory mites, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae y

Cordyceps fumorosea.
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. INTRODUCCION

Muchos paises y regiones de clima tropical y subtropical se dedican a la produccion de citricos,
debido a que tienen las condiciones climaticas adecuadas para su desarrollo, por ello, China, Brasil,
Estados Unidos, México y Espafia son los mayores productores, con una participacion del 70 al
80% de la produccidon mundial. De ésta, la naranja es el cultivo de mayor produccion, seguido de
mandarina, limon y toronja (Maya, 2017). La naranja se posiciona como la especie mas
comercializada en el mercado internacional, y por ello muchos productores consideran a ésta con

el potencial para participar en el mercado de exportacién (Valencia y Duana, 2019).

A pesar de que México es uno de los principales productores en el mundo, el ataque por plagas y
enfermedades llega a producir pérdidas hasta de un 80% si los métodos de manejo son
inadecuados, estos dafios repercuten principalmente en la economia del productor (Séenz et al.,
2019). Entre las plagas de los citricos se encuentra el acaro plano (Brevipalpus spp.) de la familia
Tenuipalpidae, cuya especie llega a causar dafio directo debido a que se alimenta de la fruta, hojas

y ramas, e indirectos por ser vector del virus de la leprosis de los citricos (Leon, 2012).

Dicha enfermedad, fue reportada por primera vez a mediados del siglo XIX, atacando ramas y
frutos en arboles de naranja dulce en EE. UU, llaméandola “corteza escamosa” (Fawcett, 1911).
Posteriormente, se reportd en paises del sur de América, como Brasil y Argentina, donde se
nombré “lepra explosiva” (Bitancourt, 1955). Sin conocer al agente causal de la enfermedad Knorr
y DuCharme (1951) la denominaron “leprosis citrica”, y después de compararla en diversas zonas
donde se habia presentado, determinaron que se trataba del mismo agente causal. Durante este
lapso autores como Knorr (1968) hacian mencion que los dafios eran causados por un virus, pero

fue mas tarde cuando Kitajima et al. (1972) demostraron que, efectivamente, era ocasionada por



particulas virales presentes en los nlcleos celulares de hojas de naranjo. Actualmente esta bien
establecido que los acaros del género Brevipalpus son transmisores del virus de la leprosis tipo

citoplasmatico (CiLV-C y CiLV-C2) y nuclear (CiLV-N y OFV-citrus) (Kitajima et al., 2003).

En México se ha reportado a B. yothersi como el principal vector del virus de la leprosis de los
citricos tipo citoplasmatico (CiLV-C), asi mismo como el mas abundante en huertos de limén y
naranja (Beltran-Beltran et al., 2020). Aunque también es capaz de transmitirlo a mandarinas y
pomelos; su capacidad de transmision es variable de acuerdo con la especie de citrico, siendo la
naranja la especie que mas se afecta por la infeccién del virus (Rodriguez-Ramirez et al., 2019).
La importancia de este virus radica en los dafios que ocasiona en frutos, ramas y hojas,
manifestandose generalmente como lesiones circulares, necréticas o cloréticas, que varian de
amarillo claro a marrén oscuro, esto afecta la estética del producto y su comercializacion (Ferreira
et al., 2020). Para la disminucion del dafio es necesario reducir las poblaciones del acaro vector;
para el combate del vector se utilizan con mucha frecuencia acaricidas organosintéticos (Bastianel
et al., 2010), donde el principal ingrediente activo de estos productos es la abamectina (Venzon et

al., 2008).

Cabe destacar que el control quimico es una tactica que reduce las poblaciones de acaros, y que se
considera una herramienta indispensable en las tacticas de manejo, pero su uso indiscriminado
puede conducir a la seleccion de poblaciones resistentes (Lin et al., 2003), o a los dafios bien
conocidos en el ambiente o el riesgo de salud para los consumidores (Zweig, 1973; Kaatsch, 2017).
Ademas de los riegos conocidos por el uso excesivo de acaricidas, el uso frecuente de éstos
también puede afectar a la fauna benéfica que contribuye a mantener poblaciones bajas de acaros

en general en cultivos de citricos, y de los acaros vectores en particular. Esta situacién justifica la



busqueda de otras técticas de control que disminuyan el riesgo de seleccionar poblaciones
resistentes, o cuyos efectos se vuelvan negativos a mediano y largo plazo, pero que contribuyan a
disminuir las poblaciones de &caros vectores antes de tener pérdidas econdmicas. Por otro lado, el
control bioldgico es una téctica sustentable para el manejo de plagas, si su aplicacion se realiza de

manera adecuada en el tipo de agroecosistema correspondiente (Gutiérrez et al., 2013.).

En el caso particular de control bioldgico de acaros vectores de virus en citricos, para B. yothersi
se han evaluado algunos depredadores (Argolo et al., 2020), y para B. phoenicis s. I. el hongo
Hirsutella thompsonii (Rossi y Alves, 2006). Las propiedades que posee cada agente de control
han permitido realizar combinaciones, y en algunas ocasiones el efecto puede ser sinérgico. Por
ejemplo, la exposicion de Beauveria bassiana fue compatible con A. swirskii; donde los huevos
que fueron expuestos al hongo no tuvieron un efecto continuo en los juveniles o su descendencia,
y se complementd su efecto desde un modo preventivo y curativo (Midthassel et al., 2016). Este
efecto sinérgico probablemente no se repita en todos los casos (Agboton et al., 2012) por ello cada
trabajo que plantea la combinacién de depredadores, parasitoides u hongos entomopatdgenos tiene

que evaluarse para garantizar su eficiencia (Pacheco et al., 2019).

Los estudios que evaltan el uso de hongos entomopatdgenos para el control de Brevipalpus en
citricos no son numerosos (Albuquerque et al., 2000; Magalhées et al., 2005; Rossi y Alves, 2006),
pero son aun menos frecuentes los trabajos donde se evalia la combinacion de hongos
entomopatdgenos con acaros depredadores en plantas de citricos. Por lo tanto, en este trabajo se
plante6 el uso de tres hongos entomopatdgenos y dos acaros depredadores para el control de

Brevipalpus yothersi en condiciones de laboratorio.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 General

Determinar la mortalidad de Brevipalpus yothersi expuesto a tres hongos entomopatdgenos y dos

acaros depredadores, aplicados de forma individual y en conjunto.

1.1.2 Especificos

e Determinar la susceptibilidad de Brevipalpus yothersi a la infeccion de Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae y Cordyceps fumosorosea.

e Determinar la capacidad de depredacion de Neoseiulus californicus y Amblyseius swirskii
sobre B. yothersi.

e Estimar la mortalidad de B. yothersi por la accion individual y combinada de dos hongos

entomopatogenos y dos acaros depredadores.

1.2 HIPOTESIS

La combinacion de é&caros y hongos entomopatégenos ocasionarda mayor mortalidad en

poblaciones de Brevipalpus yothersi, en comparacion con la aplicacion individual de éstos.

I1. REVISION DE LITERATURA

2.1 La citricultura en México y el mundo

Los citricos forman parte de un complejo de géneros formado por Citrus, Fortunella y Poncirus,
que pertenecen a la familia rutacea (Rutaceae), y se distribuyen en zonas tropicales y subtropicales,

por lo que son aprovechados econémicamente en esas zonas; la mayoria de éstos tuvieron su origen



en el sureste de Asia y su cultivo se remonta a miles de afios atrds (Sancho y Baraona, 2000).
Durante afios, la domesticacion del cultivo y la creacion de nuevos hibridos ha permitido la
obtencion de un complejo de especies con diferencias poco reconocibles taxonémicamente, pero

con las caracteristicas adecuadas para la produccién y el consumidor (Ripa et al., 2000).

Los tres principales paises productores de naranja en el mundo son Brasil, China e India; de limén
y lima son India, China y México; mientras que de toronja y pomelo son China, Vietnam y Estados
Unidos. Meéxico ocupa el quinto lugar en produccion de naranja, el tercero en limon y lima, y el

cuarto en toronja y pomelo (FAOSFAT, 2020).

Cuadro 1. Produccidn de citricos en México (SIAP, 2021)

Superficie (ha) Produccion Rendimiento 3
Valor de produccion
Cultivo (miles de
Sembrada Cosechada (udm/ha) (miles de pesos)
toneladas)
Naranja 343244.75 327425.00 4646913.24 14.19 13,972,056.78
Mandarina 22135.51  21655.51 303996.55 14.04 841,565.66
Limon 207838.07 185059.59 2851320.89 15.41 18,798,141.38
Toronja 21151.60 19832.47 490832.17 24.75 1,603,887.35

La produccidn de citricos en México se destina principalmente al consumo interno, pero también
se exporta a otros paises (SIAP, 2020). Los frutos de naranja de origen mexicano principalmente
se exportan a Estados Unidos, pero también hay exportacion, en menores cantidades, a Japon,

Paises Bajos, Guatemala, Austria y Reino Unido (SIAP, 2020). Mientras que, en importaciones



los principales proveedores de México son Estados Unidos, Brasil, Espafia, Francia, China,

Alemania y Rusia (SIAP, 2021).

Todas las especies de citricos se cultivan en nuestro pais, pero la naranja es la que tiene mas de
trecientas mil hectareas sembradas (Cuadro 1), aunque el limén genera mayores ingresos que la
naranja, ya que su precio medio rural (PMR) es el doble. Por otra parte, la toronja genera mayores

ingresos que la mandarina (SIAP, 2021).

2.2 Plagas asociadas a citricos en México

Los citricos son vulnerables a un conjunto de plagas y enfermedades que afectan la calidad del
producto, y disminuyen los rendimientos (Ripa y Rodriguez, 2000; Fadamiro et al., 2008). El
namero de insectos y &caros que son problemas ocasionales en citricos en México puede superar
maés de 50. No obstante, en general las plagas primarias no sobrepasan de seis a diez, y eso depende
de la region del pais. Por ejemplo, en Tamaulipas, se han encontrado 48 insectos y seis &caros que
atacan citricos, pero los de mayor relevancia son el psilido asiatico de los citircos (Diaphorina citri
Kuyawama) y el arador de los citricos (Phyllocoptruta oleivora Ashmead), y ocasionalmente la
mosca prieta de los citricos (Aleurocanthus woglumi) (Ruiz et al., 2006) o un complejo de
pulgones, entre ellos: Toxoptera aurantii, Aphis gossypii, Aphis spiraecola y Aphis fabae (Gaona

et al., 2000).

En Veracruz se reportaron infestaciones de Phyllocnistis citrella (CLM) hace més de 20 afios, pero
ya no son problema ahora (Bautista-Martinez et al., 1998). Por el contrario D. citri, por ser el
vector de la bacteria Candidatus Liberibacter spp. que produce la enfermedad de Huanglongbing,

es una de las principales plagas en las zonas citricolas de importancia en México porque disminuye



la produccion de los arboles y puede causar la muerte (Palomares-Pérez et al., 2016; Livingston et

al., 2018).

Ademas de insectos, también hay acaros de importancia que atacan a citricos en México; algunas
especies de Tetranychidae ocasionalmente pueden ser problema (Hall y Simms, 2003), pero los
problemas mas importantes con acaros, en los ultimos ocho o diez afios, estan relacionados con
los transmisores de leprosis de los citricos como Brevipalpus yothersi y Brevipalpus californicus
(Ferreira et al., 2018). Beltran-Beltran et al. (2020) confirmaron la presencia de Brevipalpus
yothersi y B. californicus en citricos en Chiapas, Campeche, Hidalgo, Jalisco, Morelos, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz, Quintana Roo
y Zacatecas; también confirmaron la presencia de algunos arboles infectados por el virus de la

leprosis de los citricos.

De acuerdo con Leon et al. (2017a), a pesar de que B. yothersi es una plaga en citricos, puede
hospedarse en malezas. Después, hasta que su hospedante principal esté cerca, puede dispersarse
con la posibilidad de transmitir el virus de la leprosis, incluso si no se habia alimentado de citricos

anteriormente.

En otro trabajo Leon et al. (2017b) reportaron que el &caro adquirié el virus después de tres dias
de estar en contacto con una planta enferma, y lo transmiti6 de 43 al 68%; més tarde se demostro
que B. yothersi adquiere el virus incluso una hora después de haberse alimentado de plantas en las
que se encuentra el virus. Sin embargo, la capacidad en que las poblaciones de este acaro se
vuelvan viruliferas es variable; de una poblacion en naranja, un porcentaje menor al 50% puede

ser portador del virus CiLV-C (Gomez-Mercado et al., 2019).



2.3 Caracteristicas de Brevipalpus yothersi

2.3.1 Morfologia

El cuerpo de los acaros se divide en dos grandes tagmas, el gnatosoma y el idiosoma, en el primero
se localizan la cavidad preoral, la faringe y la parte anterior del eséfago. La cavidad preoral se
extiende hasta la faringe, y se encuentra bajo la base del labro. Dorso lateralmente de esta cavidad
se encuentran los queliceros, en forma de estilete, que al juntarse forman un canal alimentario; éste
puede ser utilizado para penetrar en el tejido vegetal o inyectar su saliva (Alberti et al., 2014). Las
coxas de los pedipalpos forman la superficie ventral del gnatosoma, Ilamado subcapitulo, los
artejos libres, que consisten en cinco segmentos, son llamados palpos verdaderos (Hislop y

Jeppsom, 1976).

El segundo tagma o idiosoma se divide en propodosoma e histerosoma, el primero de éstos incluye
los pares de patas | y I, mientras que el segundo incluye los pares de patas Il y 1V, esta division
esta dada por un surco dorsal. Las caracteristicas importantes para separar especies son el nimero
de solenidios tarsales de la pata Il, y los patrones cuticulares en el dorso. El proprodosoma posee
tres pares de sedas: un par de verticales (v2) y dos pares de escapulares (scl y sc2); un par de

ocelos y una ornamentacion variable, que puede ser suave o reticulada.

Este género se caracteriza por tener en el dorso un maximo de 10 setas: C (c1, ¢3,), D (d1, d3), E
(e1,e3), F (f2, f3) y H (h1, h2). La seta f2 esta ausente, conservando dos pares de setas pseudanales
(ps1, ps2), dos pares de setas genitales (g1, g2) y un par de sedas agenitales (ag). La region coxal
de las patas I tiene tres setas (1a, 1b y 1c), mientras que las patas Il a IV tienen dos pares (2a, 2b,
3a, 3b, 4a, 4b). Las bases coxales de las patas | y Il presentan una ornamentacion coliculada a

ligeramente verrugosa, el area entre las sedas 1la y el apddeme seyugal es estriada y el area de las



sedas 3a y 4a es ligeramente verrugosa, en el caso de la ornamentacién de las placas ventrales y

anales, son uniformemente verrugosas, y la placa genital es areolada.

Los tarsos de las patas | y 1l poseen ocho sedas, con un solo solenidio en el tarso de la pata | y dos
en el tarso de la pata Il. En todos los pretarsos llegan a tener un par de ufias y un empodio, que es
cubierto por una vaina dentada, cuando estos se encuentran en fase adulta. Asi mismo, en las patas
I y II, tienen una seda dorsal y dos a cuatro sedas laterales o ventrales en el fémur, el trocanter y
la tibia. Las tibias de las patas 111 y IV poseen una seda dorsal y un par de sedas ventrales; fémur

y el trocanter presentan tres sedas laterales y ventrales (Welbourn et al., 2003).

2.3.2 Distribucion

Segln Beard (2012), B. yothersi esta en Argentina, Australia, Bangladesh, Congo Belga, Brasil,
Birmania, China, Colombia, Costa Rica, Cuba, Republica Dominicana, Ecuador, El Salvador,
Francia, Guatemala, Honduras, India, Indonesia, Israel, Malasia, México, Nigeria, Pakistan,
Filipinas, Puerto Rico, Espafia, Sri Lanka, Tailandia, Trinidad, Estados Unidos de América,

Venezuela.

En México se ha corroborado que las especies de B. yothersi y B. californicus se encuentran en
todas las especies de citricos, aunque el de mayor prevalencia es B. yothersi (Salinas-Vargas et al.,

2016; Beltran-Beltran et al., 2020).

2.3.3 Hospederos

De acuerdo con Childers et al. (2003a) hay 928 especies de plantas que son hospederos de las
especies de B. californicus, B. obovatus y B. phoenicis s.l. En esa lista hay plantas que son de

importancia agricola, plantas medicinales, ornamentales o arboreas. Para B. phoenecis s.l. se han



registrado al menos 486 especies, entre ellas: Aphelandra sp., Anacardium occidentale L.,
Mangifera indica L., Schinus terebinthifolius, Spondias dulcis Forster, Mandevilla sp., Nerium
odorum, llex rotundifolia, Ilex sp., Alocasia sp., Hedera sp. Ivy, Polyscias sp., Schefflera sp.,
Tetrapanax papyrifer (Hooker) Koch, Cryptostegia madagascariensis, Hoya carnosa (Carl von
Linne), Impatiens sp., Begonia sp., Campsis grandiflora, Tabebuia sp., Bixa orellana L., Cannabis
sativa L., Canna indica L., Viburnum suspensum Lindler, Carica papaya L., Euonymous fortunei,
Chenopodium ambrosioides L., Terminalia bellirica, Terminalia catappa L., Eclipta prostrata L.,
Erigeron bonariensis L., Garberia fruiticosa, Gerbera sp, Solidago leavenworthii, Cucumis melo
L., Cucurbita ficifolia Bouch’e, Rhododendron sp., Codiaeum sp., Geranium sp, Cenchrus
echinatus L., Cymbopogon sp., Saccharum officinarum L., Zea mays L., Mentha arvensis L.,
Persea americana Miller, Phaseolus vulgaris L., Olea eurapaea L., Passiflora sp., Sesamum
orientale L., Fragaria sp., Coffea canephora, Citrus sp., Murraya paniculata, Capsicum sp.,

Nicotiana paniculata L., Solanum coccineum Jacquin, Theobroma cacao L., Vitis vinifera L.

Los citricos, en especial la naranja Valencia (Citrus sinensis), son de los principales hospederos
para ambas especies de Brevipalpus (Solano et al., 2008), y el aguacate (Persea americana Mill.)
es un hospedero de B. yothersi (Mufioz et al., 2014). También se ha demostrado que algunas
plantas silvestres en huertos de naranja pueden servir como hospederos alternos de B. californicus.
Por ejemplo: Ipomoea cairica (L.) Sweet, Tetrapanax papyrifer (Hook.) K. (Aralia gigante) y
Casimiroa pubescens Ramirez (Rutaceae) (Monjaréas et al., 2016). B. yothersi también se puede
encontrar en hospederos alternos, como las plantas ornamentales Dieffenbachia sp., hibisco
(Hibiscus rosa-sinensis), croto (Codiaeum variegatum), cerca viva (Swinglea glutinosa) y las

malezas escobo (Sida acuta) y verbena negra (Stachytarpheta cayennensis) (Leon et al. 2017b).
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2.3.4 Biologia

Los acaros del género Brevipalpus son partenogenéticos, las hembras producen muy pocos
machos, con un ciclo de vida similar al de otras especies, conformado por cinco etapas: huevo,
larva, protoninfa, deutoninfa y adulto; de estas etapas los huevos y las ninfas (en estado quiescente)

se adhieren a la superficie de su hospedero (Childers et al., 2003b).

Brevipalpus requiere una temperatura entre 24 y 33°C, humedad relativa alrededor del 70% y
luminosidad de 150 a 180 horas por mes (Solano et al., 2008). El desarrollo de sus poblaciones

depende del hospedero y de las condiciones atmosféricas (Childers et al., 2003b).

El tiempo de desarrollo de B. yothersi, desarrollados en naranjas libres de CiLVC, es de 3. 4 d para
larva, 2.4 d para protoninfa y 3.7 d para deutoninfa. La longevidad de las hembras es de
aproximadamente 19 d y deposita alrededor de 19 huevos, aproximadamente uno por dia. Su ciclo
de vida, al desarrollarse en naranjas infectadas con CiLV-C, es de 2.7 d para la larva, 2.8 d para la
protoninfa, y 4.3 d para la deutoninfa. La longevidad promedio es de 19.4 d y un promedio de 15

huevos (Salinas-Vargas et al., 2019).

2.3.5 Danos

En general, las especies de Brevipalpus se alimentan de yemas, ramas, peciolos, hojas y brotes, lo
gue ocasiona que se formen areas cloréticas o plateadas en hojas y frutos (Childers, 1994). En los
tejidos en donde se alimentan suelen formarse manchas rugosas en forma de costra (Childers et
al., 2003b). En ocasiones, por los dafios en hojas puede suceder defoliacion. Sin embargo, los
dafos indirectos de Breviplapus son, seguramente, los que mas impacto econémico tienen, pues

son vectores del virus de la leprosis. Las especies, B. yothersi, B. phoenicis sensu stricto y B.
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californicus se consideran los Unicos vectores de este virus. B. yothersi y B. phoenicis s.s. se les
asocia a la transmision del tipo citoplasmatico; a B. californicus el tipo nuclear (Ferreira et al.,

2020, Rodriguez-Ramirez et al., 2019; Garcia-Escamilla et al., 2018).

2.3.6 Transmision de leprosis de los citricos

La mayoria de las etapas de B. yothersi, incluyendo a los machos adultos, tienen la capacidad de
adquirir y transmitir el virus después de haberse alimentado de plantas infectadas con CiLV-C
(Tassi et al., 2017). El periodo de adquisicion es entre 24 y 48 horas (Garcia-Escamilla et al.,
2018); y hay un periodo de transmision de 10 dias después de haber adquirido el virus (Bassanezi
y Laranjeira, 2007). La tasa de infeccion por el caro suele ser menor al 50%, y el periodo latente
en la planta es alrededor de siete horas (Tassi et al., 2017). Para poder transmitir el patdgeno, y
causar la sintomatologia tipica de la enfermedad en una planta de naranja, se necesita una

poblacional alta del acaro (Rodriguez-Ramirez et al., 2019).

En general el &caro suele distribuirse de forma aleatoria en el arbol, mientras que el virus se
distribuye de forma agregada (Gomez-Mercado et al., 2019). La dispersién del virus estd
influenciada por factores bidticos o abidticos sobre el vector, como el viento o el movimiento de

material infectado de un lugar a otro (Alves et al., 2005).

2.3.6.1 Sintomas causados por la leprosis

Los sintomas de la leprosis se producen en hojas, tallos y frutos, los cuales pueden variar
dependiendo de la especie de citrico. Las lesiones tipicas son manchas circulares cloréticas o
necroticas que pueden variar de un color amarillo claro a un oscuro; en lesiones mas avanzadas es

posible observar dentro de las manchas circulares un centro oscuro (Bastianel et al., 2010). Un
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arbol infectado por el virus y enfermo produce un desarrollo prematuro de la fruta, y también puede

presentar defoliacion.

2.4 Combate contra acaros

2.4.1 Cultural

La poda puede resultar una practica muy efectiva, sin la necesidad de aplicar otro tipo de productos,
aungue se recomienda la combinacién de poda con otro tipo de control. Por ejemplo, Andrade et
al. (2013) indicaron que la poda y la aplicacién de acaricidas (espirodiclofeno, citoxatina o azufre

de cal) fueron eficientes para el control de B. phoenecis.

2.4.2 Fisico

Existe un tratamiento fisico para frutos en postcosecha, se trata de la inmersién del fruto en agua
caliente, a una temperatura de 53°C durante cinco minutos. Esto elimina un 98% la eclosién de
huevos y elimina 57 y 99.7% a los estados inmaduros y adultos, respectivamente; esta practica es

muy importante para evitar el traslado del vector hacia otros sitios (Revynthi et al., 2019).

2.4.2 Quimico

La aplicacion de acaricidas comerciales como clofentezina
(Acaristop 50 SC); teflurdn + binapacril (Nomolt + Acricid 40 CE; cihexatina (Plictran 50 BR); a
vermectina + triona (Vertirnec 18 CE + Triona B); pueden controlar a B. phoenicis sensu stricto
en porcentajes del 77.95%, 77.20%, 78.11% y 80.31%, respectivamente. Asi mismo, si se aplica
un fertilizante foliar después del tratamiento, las plantas se pueden recuperar de la clorosis que

provoca la leprosis (Veloso et al., 2007).

13



Algunos acaricidas en combinacion con azufre de cal (8 mg/L de agua) también pueden ser
efectivos. Por ejemplo: propargite (720mg), 6xido de fenbutatitina (400mg), cyhexatina (250mg),
azociclotina (250mg), fenpiroximato (50mg), dishofol (960mg), dinocap (738mg), controlan las
poblaciones de B. phoenicis, con una eficiencia del 98.7%, 92.3%, 99%, 99%, 99% y 96.2%,
respectivamente (Andrade et al., 2011). Aplicaciones de los insecticidas espirodiclofeno con fosfet
(150g/ 100 L de agua) e imidacloprid (20 mL/ 100 L de agua) tienen una eficiencia del 64.51% y

66% respectivamente, a los siete dias (Della et al., 2018).

El aceite mineral al 0.5% o al 1% controla la aparicion de acaros y protege a la planta del ataque,
hasta por un total de 110 dias después de su aplicacion, y puede ser combinado con otros acaricidas
como es el dicofol, la citoxatina y spirrocofeno, aunque la eficacia del control es variable (Martelli

etal., 2009).

En caso de usar acaricidas es obligatorio que la aplicacion sea exclusivamente con los productos
autorizados sin realizar mezclas. También se debe prevenir las mezclas con fertilizantes,
especialmente si no se realizaron pruebas previas para determinar compatibilidad. Algunas
mezclas como es el cloruro de zinc, sulfato de magnesio o el fosfito de potasio, con cualquier

acaricida puede resultar en la disminucion de la eficiencia del acaricida (Andrade et al., 2013).

2.4.3 Bioldgico

2.4.3.1 Uso de depredadores

Las plagas presentes en los cultivos tienen enemigos naturales que disminuyen sus poblaciones,
creando un balance natural entre los organismos del ecosistema (Arredondo et al., 2020). Existe

una variedad de especies de depredadores que se desconocen, y se desconoce su papel en los
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agroecosistemas. Por ejemplo, Quirds-Mclintire y Rodriguez (2010) reportaron cuatro especies de
acaros depredadores del &caro del vaneado del arroz, Steneotarsonemus spinki Smiley, en ese
cultivo, dos especies de Phytoseiidae (Neoseiulus baraki Athias-Henriot y Neoseiulus
paraibensis Moraes y McMurtry), y otros dos de la familia Laelapidae (Hypoaspis sp. Canestrini
1884 y Pseudoparasitus sp. Berlese). Estas especies poseen caracteristicas adecuadas para ser

utilizados como agentes de control de la plaga.

En otro estudio, realizado en plantas de las familias Arecaceae y Musaceae, se encontré una
diversidad de &caros depredadores de cinco familias; 15 especies de Phytoseiidae, y una especie
de las familias Bdellidae, Ascidae, Cunaxidae y Cheyletidae. Estas especies controlaban a especies
de acaros fitéfagos de las familias Tetranychidae, Eriophyidae y Tenuipalpidae, con un gran
potencial para controlar al acaro rojo de las palmeras, Raoiella indica Hirst (Hastie et al., 2010).
La virtud de utilizar acaros depredadores como agentes de control, no sélo se basa en su efectividad
para reducir poblaciones plaga, sino también, en la rapidez en la que se reproducen y el ciclo de
vida corto, en comparacion con sus presas, 10 que garantiza que los acaros depredadores sean un

recurso Util en el control biolégico (Abou-Awad et al., 2014).

En estudios de laboratorios se ha determinado que poblaciones de Tetranychus urticae pueden
reducirse de 300 a menos de 50 por cada 6 individuos de N. californicus, y de 1000 a 300 al
introducir 14 depredadores, evitando que se alcance el umbral econdmico (De Souza-Pimentel et
al., 2014). Lo mismo sucedid en el control de Polyphagotarsonemus latus en plantas de té, con
liberaciones de una relacion depredador - plaga de 1:10 de A. swirskii, y de 1:20 de N. californicus,
las poblaciones nunca alcanzaron un nivel dafino, a excepcion de una sola vez en la parcela con

la aplicacion de Neoseiulus (Akyasi et al., 2019).
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Existen casos de liberacion simultanea de dos depredadores de &caros que no incrementaron la
disminucion de presas. Este caso se documentd para la liberacion simultanea de Phytoseiulus
persimilis y N. californicus para el control de T. urticae, ambos disminuyeron su consumo cuando
se introdujeron simultaneamente, a pesar de que no se alimentan del mismo estadio de la presa
(Arguelles et al., 2013). En algunas especies de &caros depredadores la preferencia por alguna
presa, o estado de desarrollo de ésta, es relevante para considerar el efecto potencial. Por ejemplo,
A. swirskii prefiere consumir larvas de trips Frankliniella occidentalis (Pergande) en comparacion

con algunos estadios de T. urticae (Xu y Enkegaard, 2010).

2.4.3.2 Uso de hongos entomopatdgenos

Los microorganismos biorreguladores de poblaciones de insectos y otros artropodos, también
pueden ser empleados como insecticidas microbianos sin causar dafios al ambiente y a la salud
humana, entre ellos se encuentran los hongos, virus, protozoarios y nematodos entomopatdgenos
(Arredondo et al., 2020). Refiriéndose sdlo a hongos entomopatdgenos, el mecanismo de accion
comienza cuando entran en contacto con la cuticula del insecto, en donde se inicia la germinacion,
el hongo comienza a desarrollar estructuras que penetran el interior del cuerpo que, mediante un
mecanismo fisico y quimico, llega al interior del intestino, donde la hifa ramifica hasta colonizar

los 6rganos (Monzon, 2001).

Al igual que los depredadores y parasitoides, muchos organismos no han sido estudiados, pero se
encuentran presentes en los ecosistemas y agroecosistemas. Por ejemplo, en 2007 en Argentina se
documentd por primera vez al hongo entomopatdgeno Neozygites sp. (Zygomycetes:
Entomophthorales), éste estaba parasitando a T. urticae en cultivos horticolas (Scorsetti & Lopez,

2007). En Cuba se encontro una especie de Hirsutella parasitando al &caro Schizotetranychus
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elymus, que ataca el cultivo de arroz, con 40 al 60% de parasitismo (Cabrera et al., 2004). También
en Cuba se reportaron 25 hongos que parasitan a eriéfidos de 25 especies de plantas; de ellos H.
thompsonii y H. nodulosa fueron las especies més abundantes, esta informacion incrementa la
posibilidad de plantear estudios para la introduccion de especies de hongos més especificas para

el control de plagas (Cabrera et al., 2009).

En Colima, México, se aislaron e identificaron diez cepas provenientes de &caros gque atacan
citricos (T. urticae, Aceria guerreronis, Phyllocoptruta oleivora y B. phoenicis s. I.). Cinco de las
cepas pertenecen a la variedad Thompsonii y las otras cinco a Sinematosa; esto sugiere que, de
manera natural, los hongos entomopatogenos contribuyen a la regulacion de plagas, y se podrian

usar como agentes potenciales de control bioldgico (Rosas-Acevedo y Sampedro-Rosas, 2006).

En condiciones de laboratorio B. bassiana y Paecilomyces fumosoroseus causaron 73 y 51% de
mortalidad de T. urticae, respectivamente (Amaya et al., 2008). Bajo las mismas condiciones, las
aplicaciones de B. bassiana y L. lecanii, a 10° conidios/mL y 107 conidios/mL, causaron del 17-
26% y 29-20% de mortalidad, respectivamente; el porcentaje de mortalidad de Panonychus citri
fue menor con esos hongos lo que sugirio que el efecto de los hongos es diferente de acuerdo con

el hospedante (Alayo y Wilson, 2014).

Marquez-Chavez et al. (2019) evaluaron en condiciones de laboratorio a Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecanii e Isaria fumosorosea sobre T. urticae, ellos
observaron que B. bassiana y M. anisopliae fueron los que causaron mayor mortalidad. Otro
trabajo mostrd la efectividad de B. bassiana y M. anisopliae aplicados a 10" conidios/mL sobre
ninfas y adultos de Oligonychus sp.; en este caso se alcanzé 91 y 90% de mortalidad,

respectivamente (Huanes-Carranza y Wilson-Krugg, 2016).
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En Guanajuato se evaluo la efectividad de ocho cepas nativas de M. anisopliae contra T. urticae
en fresa; dos de ellas (Ma3 y Mal1l) lograron 100% de mortalidad, otras cuatro (Mal0, Mal, Ma7
y Ma8) causaron mortalidades de 85, 83, 96 y 88%, respectivamente; dos mas (Mal4 y Mal2)

presentaron mortalidades del 27 y 78% (Jiménez-Hernandez et al., 2014).

En comparacion con depredadores y parasitoides, los hongos entomopatdgenos son faciles y
economicos de producir, son utilizados en una variedad de artrépodos, tanto acaros como insectos,
algunos son especialistas y otros son generalistas; una ventaja es que las plagas no generan
resistencia a estos productos, ni causan impactos negativos al medio ambiente. No obstante, la
interaccion entre hongos y depredadores o parasitoides se debe estudiar para conocer los efectos y

las posibilidades de su uso conjunto (Motta-Delgado y Murcia-Ordofiez, 2011).

I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Acaros (Brevipalpus yothersi, Neoseiulus californicus y Amblyseius swirskii)

Se empled una cria de B. yothersi establecida en el laboratorio de Acarologia del Colegio de
Postgraduados, Texcoco, Estado de México; la cria se incrementd utilizando frutos de naranja. Los
frutos se lavaban con jabdn y agua de grifo, posteriormente se secaban a temperatura ambiente y
con papel toalla. Una vez secos, se cubrieron de la parte baja con parafina caliente; en la parte
superior se coloco, con un pincel, una mezcla de harina, yeso y arena (proporciones iguales) diluida
en agua estéril a una proporcion 2:1. Esta mezcla se colocé alrededor del punto de insercion del
pedunculo del fruto, dejando un area libre entre la parafina y la mezcla. Una vez seca, se
transfirieron de 10 a 30 hembras por fruto, repitiendo el proceso cada 20 dias. La colonia se

mantuvo en una camara de incubacion a 25°C y un fotoperiodo de 16:8 luz-oscuridad.
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Para confirmar la identidad de la especie se realizaron montajes permanentes, de manera frecuente,
con individuos seleccionados de la cria al azar. Los montajes se realizaron en portaobjetos con una
gota de medio de Berlese modificado (Lewis, 1974). Las identificaciones a especie se realizaron

mediante las claves taxondmicas de Beard et al. (2012).

Los acaros depredadores (Neoseiulus californicus y Amblyseius swirskii) que se emplearon en los
ensayos los proporciono la empresa Koppert-México. EI material se solicitaba semanalmente y se
obtenia de las presentaciones comerciales de los productos que vienen mezclados con salvado, en

todos los ensayos se emplearon solo a los adultos de ambas especies de depredadores.

3.2 Elaboracién de arenas experimentales

Se elaboraron dos tipos de arenas experimentales. Las arenas tipo 1 se fabricaron con cajas Petri
de 60 mm de didmetro, en su base se coloco papel filtro sobre una base de vaselina. El papel filtro
se humedecid con agua estéril y sobre éste se colocd un disco de hoja de naranja de 5 cm de
didmetro, con el envés hacia arriba (Figura 1). En medio del disco de hoja se colocé la mezcla de
harina, yeso y arena, en la proporcion descrita en los frutos para la cria, y se cubri6
aproximadamente 40% de su superficie. Alrededor de la mezcla se coloc6 una mecha de algodon
(Figura 1), que se humedecia diariamente con 1 mL de agua estéril durante el desarrollo de cada

experimento.

Las arenas tipo 2 consistieron en frutos de naranja como los utilizados en la cria. En ellos se
delimitd un area de 5 cm?, cubriendo aproximadamente 4 cm? con la mezcla de harina, yeso y
arena; esta area fue delimitada con una tapa de caja Petri perforada en el centro, en donde se colocé
una malla que permitiera el intercambio gaseoso, pero que no dejara salir a los acaros durante el

desarrollo del experimento (Figura 1).
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Figura 1. Arenas experimentales A) Tipo 1, B) Tipo 2.

3.3 Susceptibilidad de Brevipalpus yothersi a la infeccion por Beauveria bassiana,

Metarhizium anisopliae y Cordyceps fumosorosea

3.3.1 Aislamientos de los hongos

Se emplearon los aislamientos Bb88 de B. bassiana, Mal29 de M. anisopliae y Pfr4 de C.
fumosorosea. Los aislamientos se habian mantenido en crio preservacion a -80 °C en tubos de 2
mL conteniendo glicerina estéril al 10%. Los tubos se mantuvieron en el laboratorio de Patologia
de Insectos, del Colegio de Postgraduados. Para su recuperacion, los tubos que contenian conidios
y micelio de los aislamientos fueron descongelados, agitados en vortex por un minuto y su
contenido se repartid y expandid en cajas con medio Agar Dextrosa Sabouraud (ADS). Las cajas

fueron selladas con Parafilm e incubadas a 25°C, en total oscuridad, durante 10 dias.
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3.3.2 Preparacion de suspensiones de conidios

Una vez transcurrido el periodo de incubacién, el micelio y conidios de las cajas se retiraron con
la ayuda de un bisturi estéril, y se depositaron en tubos de centrifuga de 50 mL, que contenian 20
mL de Tween 80 al 0.03%. Todo el proceso se realizé en una camara de flujo laminar. Los tubos
se agitaron en vortex durante cinco minutos y el contenido se filtré con una gasa estéril a tubos
nuevos. La concentracion se determind en una cdmara de Neubauer, y la concentracion se ajusto a
1x108 conidios mL™, en un volumen final de 5 mL. Todas las suspensiones de conidios se

mantuvieron a 3 °C por no mas de 12 horas antes de usarse.

3.3.3 Porcentaje de germinacién

Para cada aislamiento se prepar6 1 mL de suspension de conidios a 1x10° conidios mL™. Cada
tubo se agitd en vortex durante 5 minutos y se colocaron tres alicuotas de 100 pl en medio ADS,
y se incubaron por 24 horas a las mismas condiciones descritas anteriormente. Posteriormente, con
un objetivo de 40X de un microscopio 6ptico, se realizo el conteo de conidios germinados por cada
100. El porcentaje de germinacion se realizo por triplicado para cada aislamiento. Los porcentajes
de viabilidad fueron similares para todos los aislamientos y repeticiones del experimento (Cuadro

2).

3.3.4 Aplicacion de tratamientos

Se evaluaron las especies de hongos Bb88 (T1), Mal29 (T2) y Pfr4 (T3), cada especie se
constituyd en un tratamiento, mas un testigo (T4) aplicando Unicamente Tween 80 al 0.03%. Las
aplicaciones se realizaron dentro de un cilindro de acrilico (30 cm de didmetro y una altura de 50

cm), con una boquilla de atomizacién (Spraying Systems Co. Cat. 1/4-J-SS-S, Wheaton, IL, USA)
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unida a un compresor de aire a 20 psi. Antes de la aplicacion de cada tratamiento se aplicaron 5
mL de hipoclorito de sodio al 3%, seguido de 5 mL de etanol al 70% y dos enjuagues de 10 mL
de agua estéril. Cada tratamiento se aplicd sobre arenas tipo 1A con 10 hembras adultas, a una
dosis de 5 mL de suspension de conidios a 1x108 conidios mL™, mientras que en el testigo se
aplicaron 5 mL de Tween 80 al 0.03%. Después de la aplicacién, todas las hembras fueron
transferidas a arenas nuevas, las cuales se incubaron a 25°C, 60% de HR y un fotoperiodo de 16:8
luz-oscuridad. La mortalidad se registrd cada 24 h durante una semana, y los acaros muertos se

transfirieron a medio ADS, para confirmar la infeccion.

Cuadro 2. Porcentaje promedio de germinacion en un total de 100 conidios por especie
de hongo

Ensayo/hongo B. bassiana (%0) M. anisopliae (%0) C. fumosorosea (%)
1 98.33 89.67 94.33
2 98.33 96.00 94.33
3 98.33 90.67 98.33
4 97.67 88.33 97.00
5 98.67 87.33 93.33

3.3.5 Cantidad de conidios por superficie

Durante cada aplicacion se coloco una caja Petri, con 8 mL de medio ADS, para verificar la
uniformidad de aplicacion. Por cada caja se colocaron tres gotas de azul de metileno y encima un

cubreobjetos. El conteo se realizo con el objetivo 40X de un microscopio compuesto; con esto se
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determind la cantidad de conidios de los aislamientos que caian por milimetro cuadrado en cada

aplicacion (Cuadro 3).

Cuadro 3. Cantidad de conidios por mm? en la aplicacion de tratamientos

Experimento/hongo B. bassiana M. anisopliae C. fumosorosea
1 2166.7 783.3 1933.3
2 2233.3 766.7 2200.0
3 2000.0 800.0 1583.3
4 1883.3 583.3 2116.7
5 1866.7 733.3 1633.3

3.3.6. Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se realizd con un disefio completamente al azar con cinco repeticiones por
tratamiento, realizados en diferentes ocasiones. Los datos se analizaron mediante regresion
logistica usando una estructura factorial jerarquica, donde el tratamiento testigo fue comparado
contra todos los tratamientos con hongo combinados, seguido de una comparacion entre el
tratamiento de C. fumosorosea con los tratamientos combinados de B. bassiana y M. anisopliae,
y finalmente entre B. bassiana y M. anisopliae. Todos los analisis se realizaron con el programa

GenStat v 8.0.
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3.4 Capacidad de depredacion de Neoseiulus californicus y Amblyseius swirskii sobre B.

yothersi

3.4.1 Depredacion sin seleccion

En este experimento se evallo la capacidad depredadora de N. californicus y A. swirskii sobre los
estados de desarrollo de B. yothersi; estos estados fueron: huevos (T1), larvas (T2), ninfas (T3) y
hembras adultas (T4). Los ensayos se realizaron de manera separada para cada especie de
depredador. Cada arena tipo 1 tenia 10 individuos de un solo estado de desarrollo de B. yothersi,
después en cada arena se introdujeron dos depredadores, con ayuno previo de 12 horas. A los
tratamientos testigos, conteniendo 10 individuos de cada estado de desarrollo, no se les colocaba
ningun depredador. Las arenas se incubaron a 25°C, 60% de HR y un fotoperiodo de 16:8 luz-
oscuridad. Los depredadores se retiraron a las 48 h y se contabilizé el numero de presas

consumidas. Los testigos también se evaluaron a las 48 h y se registr6 si hubo o no mortalidad.

3.4.2 Depredacion con eleccion

Este experimento fue similar al anterior excepto que todos los estados de desarrollo fueron
colocados en la misma arena, de manera que los depredadores pudieron elegir su presa. Para esto,
se ofrecieron 10 huevos, 10 estados inmaduros (5 larvas y 5 ninfas) y 10 hembras adultas en una
arena y posteriormente se introdujeron dos acaros depredadores, los ensayos se realizaron de
manera independiente para A. swirskii y N. californicus, ambas especies tuvieron ayuno de 12 h
previas al experimento. En ambos casos hubo tratamientos testigo donde no se introdujo ningdn
depredador. Las arenas se mantuvieron en las mismas condiciones descritas anteriormente, los

depredadores se retiraron a las 48 h y se contabilizé el nimero de presas consumidas en cada arena.
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3.4.3. Disefio experimental y andlisis estadistico

En ambos experimentos se utilizo un disefio completamente al azar. EI experimento sin eleccién
se realizd con tres repeticiones, y todo el experimento se repitid en cincos ocasiones diferentes.
Los datos de este experimento se analizaron mediante regresion logistica con una estructura
factorial jerarquica, donde primero se comparé la mortalidad total obtenida en los testigos con la
mortalidad total de los tratamientos con depredadores, seguido por la mortalidad total ocasionada
por cada especie de depredador. Considerando Unicamente los tratamientos con depredadores, se
compard la mortalidad ocasionada en cada uno de los estados de desarrollo evaluados y su

interaccion con la especie de depredador.

Para el experimento de eleccion, donde todos los estados de desarrollo de B. yothersi compartieron
la arena y no hubo separacion espacial entre ellos, los datos se analizaron mediante un modelo
lineal mixto con extension para datos sin distribucion normal (modelo mixto lineal generalizado,
GLMM por sus siglas en ingles), para datos binomiales con una funcion logistica. Los analisis se
realizaron considerando la mortalidad en cada estado de desarrollo de B. yothersi, y la especie de
depredador mas el testigo, como efectos principales, y como efecto aleatorio las repeticiones en
tiempo. La estimacion de los componentes de variacion se realizé mediante el método de maxima
verosimilitud restringida (REML por sus siglas en ingles). Para el caso de los efectos principales,

se implementaron una serie de contrastes jerarquicos similar a los descritos anteriormente.

3.5 Capacidad de busqueda de huevos de B. yothersi por N. californicus y A. swirskii

Las hembras de B. yothersi esconden sus huevos para reducir la depredacion, en este caso las
hembras escondieron los huevos en la mezcla de arena. Sin embargo, para los experimentos de

eleccion y no eleccion, los huevos de B. yothersi fueron colocados de manera expuesta a los
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depredadores; para determinar si los resultados de la depredacion de huevos fueron afectados por
el habito de las hembras de B. yothersi de proteger a sus huevos, se realizd el siguiente
experimento. En arenas tipo 2 (Figura 1B) se introdujeron 20 hembras adultas que ovipositaron
por cuatro dias. Posteriormente, se retiraron las hembras y se contd el total de huevos. Enseguida,
se introdujeron los dos acaros depredadores, se realizaron experimentos independientes por
especie. En este caso se emple6 una malla de serigrafia en la tapa de la caja Petri para favorecer la
ventilacion y evitar escape de los acaros, la tapa se pegd a la naranja con Resistol 850 Escolar ©.
Después de 48 horas los depredadores se retiraron y se contabiliz6 el total de huevos que quedaron
en el fruto. Cada especie de depredador (A swiskii y N. californicus) y el testigo se tomaron como

los tratamientos.

3.5.1. Disefio experimental y andlisis estadistico

Para el experimento se utilizd un disefio completamente al azar y de cada tratamiento se tuvieron
entre 3 y 6 repeticiones, y todo el experimento se realizd en tres ocasiones diferentes. Los
resultados de sobrevivencia de huevos en cada tratamiento presentaron una distribucion normal,
por lo que los datos se analizaron con ANOVA. Para la comparacion especifica entre tratamientos,
se implementaron tres contrastes ortogonales para comparar primero el efecto de A. swirskii contra

el testigo, N. californicus contra el testigo y el efecto de A. swirskii contra N. californicus.

3.6 Mortalidad de B. yothersi ocasionada por la accion individual y combinada de hongos

entomopatdgenos y acaros depredadores

En este experimento se evalud la capacidad de ambos depredadores para diseminar conidios de

hongos entomopatogenos sobre B. yothersi, y determinar si la mortalidad combinada de ambos
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enemigos naturales era mayor a la mortalidad por cada especie de manera individual. Se
seleccionaron los aislamientos Bb88 (B. bassiana) y Mal129 (M. anisopliae) por haber causado
mayor mortalidad, y se incluyeron ambas especies de depredadores. Se evaluaron los siguientes
tratamientos: N. californicus-B. bassiana, N. californicus-M anisopliae, A. swirskii-B. bassiana,
A. swirskii- M anisopliae, N. californicus, A. swirskii y testigo (s6lo hembras de B. yothersi). Los
hongos se sembraron en un circulo de papel celofan estéril de 10 cm de didmetro colocado sobre
una placa de medio ADS, e incubaron durante 10 dias a 25 °C en total oscuridad. EI micelio y
conidios se colectaron con una navaja estéril y se depositaron en tubos de centrifuga estériles de
50 mL y se mantuvieron a 4 °C hasta su uso, su almacenamiento nunca fue mayor a 12 horas antes
de emplearse en los ensayos. De esos tubos se tomaron 0.050 mg de la mezcla (con micelio y
conidios) y se depositaron en tubos Eppendorf de 2 mL; en éstos Eppendorf se introdujeron 12
acaros depredadores y se mantuvieron en incubacién a 25 °C y un fotoperiodo 12:12 luz-oscuridad,
durante 12 horas. En cada arena experimental Tipo 1A se colocaron 10 hembras adultas y 20
huevos de B. yothersi distribuidos en cuatro puntos de la hoja, esto con el fin de promover el
movimiento de los depredadores al buscar huevos (el estado de desarrollo preferido, ver
resultados), y favorecer mayor diseminacion de los conidios entre las hembras de B. yothersi. En
todos los tratamientos, excepto el testigo, se depositaron dos acaros depredadores por arena. Los
depredadores se retiraron a las 48 horas, contabilizando el nimero de presas consumidas. La
mortalidad de las hembras se sigui6 registrando cada 24 horas durante cinco dias méas. Los &caros
muertos se colocaron en medio ADS e incubaron a 25° C, en total oscuridad por 48 horas, para

confirmar la causa de muerte.

3.6.1 Concentracion de conidios por acaro depredador
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Esta seccion se realizé para estimar la cantidad de conidios que llevaban los depredadores al
momento de ser introducidos en las arenas. Diez acaros depredadores de cada tratamiento se
depositaron en tubos de 2 mL que contenian 100 puL de Tween 80 al 0.03%. Los tubos se agitaron
en vortex durante dos minutos y centrifugaron a 13000 g durante 30 segundos. De la suspension
resultante se tomaron 10 pL y se contd (en una cdmara de Neubauer) el nimero de conidios,
utilizando un microscopio a 40X. La cantidad de conidios se dividio entre el nimero de &caros
(10) y se estimo el promedio de conidios por acaro (Cuadro 4).

Cuadro 4. Concentracion promedio de conidios por acaro. N= N. californicus, A= A. swirskii,
B= B. bassiana, M= M. anisopliae.

Repeticion
Tratamiento
1 2 3 4
N+B 1.31x10° 6.93x10* 1.02x107° 1.45x10°
N+M 7.25x10 4.48x10™ 8.28x10™ 3.93x10™
A+B 1.97x10° 7.93x10* 1.15%107 8.82x10™
A+M 8.82x10™ 5.28x10™ 1.02x10° 7.45x10

3.6.2 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se realiz6 en un disefio completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento,
el experimento completo se repitié en cuatro ocasiones diferentes. Los datos de los resultados
fueron analizados mediante regresion logistica con un disefio factorial jerarquico. Primero se
compar0 la mortalidad del testigo contra la mortalidad total de todos los tratamientos con
depredador méas hongo, seguido de una comparacion del efecto de cada depredar solo contra la
combinacion del depredador mas hongo, y finalmente una comparacion para cada depredador del

efecto de diseminar conidios de Bb88 contra conidios de Mal29.
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IV. RESULTADOS

4.1 Susceptibilidad de Brevipalpus yothersi a la infeccibn por Beauveria bassiana,

Metarhizium anisopliae y Cordyceps fumosorosea

Los datos de las cuatro repeticiones fueron similares (F4, 112= 0.89, P=0.475), esto permitio
combinar los datos de las cuatro repeticiones realizadas en fechas diferentes para compararlos
estadisticamente.

La mortalidad del tratamiento testigo fue significativamente menor a la de los tratamientos con
hongos (Fi, 110=77.73, P<0.001). La mortalidad ocasionada por el aislamiento Pfr4 (C.
fumosorosea) fue menor a la ocasionada por los aislamientos Bb88 y Mal29 (Fi, 112=151.43,
P<0.001) y no se encontro diferencias en la mortalidad ocasionada por los aislamientos Bb88 y

MA129 (F1, 110=2.21, P=0.14) (Fig. 2).
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Figura 2. Mortalidad de B. yothersi causada por hongos entomopatdgenos. Nota: Las letras
sobre las barras denotan diferencias significativas entre tratamientos después del analisis de
regresion logistica con estructura factorial jerarquica.
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4.2 Capacidad de depredacion de Neoseiulus californicus y Amblyseius swirskii sobre B.

yothersi
4.2.1 Depredacion sin eleccion

Las repeticiones del experimento que se realizaron en fechas diferentes tuvieron resultados
similares (Fs, 148=1.14, P=0.339), esto permiti6 combinar estos datos para subsecuentes
comparaciones. La mortalidad de B. yothersi en los tratamientos con depredadores fueron
significativamente superiores a la mortalidad en los tratamientos testigo (F1, 146=154.16, P<0.001).
No se encontr6 diferencia en la mortalidad ocasionada por ambos depredadores (F1, 146=0.78,
P=0.377). La mortalidad entre los estados de desarrollo tuvo diferencias significativas (Fs,
148=100.66, P<0.001), la mayor mortalidad se encontr6 en etapa de huevo, seguido por larva y
ninfa; el adulto fue el estado de desarrollo menos depredado, este comportamiento fue similar en

las dos especies de depredadores (Fs, 14¢=0.09, P=0.965) (Fig. 3).
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Figura 3. Depredacion sin eleccion de Neoseiulus californicus y Amblyseius swirskii sobre B.
yothersi.
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4.2.2 Depredacion con eleccion

Los resultados de estos ensayos fueron similares al anterior, la mortalidad que causaban ambas
especies de depredadores, a la mezcla de estados de desarrollo de la presa en una arena, fue mayor
que el tratamiento testigo (F1, 171=141.04, P<0.001). En general, la mortalidad ocasionada por
ambos depredadores en B. yothersi fue similar (F1, 171= 0.01, P=0.932). El estado de desarrollo mas
consumido fue huevo, seguido de los estados inmaduros y finalmente el adulto (F2, 171=, P<0.001),

este comportamiento fue similar para los dos depredadores (F2, 171=3.42, P=0.184) (Fig. 4).

m N. californicus A. swirskii

I
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Etapa de desarrollo

Figura 4. Depredacion con eleccion de Neoseiulus californicus y Amblyseius swirskii sobre B.
yothersi.

4.3 Capacidad de busqueda de huevos de B. yothersi por N. californicus y A. swirskii

La cantidad de huevos viables al final del experimento, en las arenas experimentales, fue menor

cuando se introdujo A. swirskii (F1,32= 21.71, P<0.001) comparado con el testigo. Para el caso de
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N. californicus, la cantidad de huevos viables encontrada al final del experimento fue similar al
testigo (F1, 34=0.68, P=0.414). Al comparar entre los depredadores, la mayor depredacion de

huevos fue ocasionada por A. swirskii en comparacion con N. californicus (F1,34= 13.21, P<0.001)

(Fig. 5).
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Figura 5. Cantidad final de huevos de B. yothersi en las arenas experimentales. Nota: Las
letras sobre las barras denotan diferencias significativas entre tratamientos después del
anélisis varianza con contrastes ortogonales.

4.4 Mortalidad de B. yothersi ocasionada por la accién individual y combinada de hongos

entomopatdgenos y acaros depredadores

Las repeticiones realizadas en fechas diferentes fueron similares entre si (Fs, 74=1.35, P=0.263),
situacion que justifico la combinacion de datos para las deméas comparaciones. En general, los
tratamientos de depredadores y hongos mas depredadores causaron mayor mortalidad en B.

yothersi al compararse con el testigo (F1, 74=40.57, P<0.001) (Fig. 6).
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Figura 6. Mortalidad de B. yothersi en el tratamiento testigo y tratamientos combinados
(depredadores y depredadores mas hongos). Nota: Las letras sobre las barras denotan
diferencias significativas entre tratamientos después del analisis de regresién logistica con
estructura factorial jerarquica.

La mortalidad ocasionada por la combinacion de A. swirskii mas los hongos fue mayor en
comparacion con la mortalidad ocasionada Unicamente por este depredador (Fi, 74=18.34,
P<0.001); ademas, no se encontro diferencia de mortalidad con alguna de las combinaciones con

hongos Bb88 0 Mal129 (F1,74=1.96, P=0.165) (Fig. 7).

Resultados similares fueron encontrados con N. californicus, el depredador sin conidios provoco
menor mortalidad en comparacion al depredador junto con conidios de los hongos
entomopatogenos (F1,74=12.89, P<0.001) (Fig. 8). La mortalidad ocasionada por este depredador
al llevar conidios del aislamiento Mal29 (M. anisopliae) fue mayor en comparacién con el

tratamiento donde llevé conidios de Bb88 (B. bassiana) (F1, 74=10.54, P=0.002) (Fig. 8).
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Figura 7. Mortalidad de B. yothersi en interaccion de A. swirskii y hongos entomopatdgenos.
Nota: Las letras sobre las barras denotan diferencias significativas entre tratamientos
después del analisis de regresion logistica con estructura factorial jerarquica.
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Figura 8. Mortalidad de B. yothersi en interaccion de N. californicus y hongos
entomopatdogenos. Nota: Las letras sobre las barras denotan diferencias significativas entre
tratamientos después del analisis de regresion logistica con estructura factorial jerarquica.
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V. DISCUSION

En este trabajo se explord el potencial de hongos entomopatégenos y depredadores, de manera
conjunta, para el control de B. yothersi; siendo este Gltimo un acaro de relevancia por su papel
como vector de la leprosis de los citricos. Las dos especies de acaros depredadores (A. swirskii, N.
californicus) tuvieron preferencia por consumir los estados inmaduros; el huevo fue el estado mas
preferido, seguido de larva y ninfa; el adulto fue el estado menos depredado, esta tendencia fue

similar en los experimentos con y sin eleccion.

Varios trabajos sefialan a A. swirskii como un depredador eficiente para reducir poblaciones de T.
urticae, P. latus, F. occidentalis o B. tabaci, incluso se dice que A. swirskii es mas eficiente en
comparacion con otros acaros depredadores como N. barkeri y N. californicus (Momen y Abdel,
2021; Calvo et al., 2015). En este trabajo no se encontraron diferencias significativas entre A.
swirskii y N. californicus, y ambos tuvieron preferencia por consumir los estados inmaduros,
particularmente los huevos. Es posible que la preferencia por los estados inmaduros se deba a la
facilidad de obtencion y acceso a estos estados de desarrollo de la presa, o la fragilidad de su

estructura (Rahmani et al., 2015), o a sus aportes nutricionales (da Silva et al., 2015).

También es posible que la preferencia se debio a la exposicién a la depredacion, ya que en las
arenas experimentales los huevos se colocaron de manera expuesta a los depredadores en una
superficie reducida. De acuerdo con Aguilar-Piedra y Solano-Guevara (2020), y Mushtaq et al.
(2021), B. yothersi, al igual que otras especies, depositan sus huevos en lugares protegidos
presumiblemente para evitar la depredacion. En el experimento donde las hembras de B. yothersi
tuvieron oportunidad de colocar los huevos protegidos en arenas tipo 2A, también se encontraron

diferencias entre depredadores, A. swirskii tuvo mayor depredacion; es decir, fue mas eficiente que
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N. californicus para encontrar los huevos, este comportamiento le confiere potencialmente mayor

ventaja para ser usado contra B. yothersi.

Los aislamientos de B. bassiana (Bb88) y M. anisopliae (Mal129) causaron mayor mortalidad sobre
B. yothersi, en comparacion con el aislamiento Pfr4 de C. fumosorosea. Resultados similares han
sido reportados para otros aislamientos de estas mismas especies de hongos, al evaluarse sobre
acaros de las especies T. urticae y Panonychus citri (Castro et al., 2018; Qasim et al., 2021; Yucel,
2021). En el caso del aislamiento Pfr4, es dificil explicar porque causé mortalidades bajas, a pesar
de que se ha reportado causando mortalidades de hasta 90% en &caros de las especies T. urticae y
Eutetranychus orientalis (Zemek et al., 2016; El-Sharabasy, 2015; Moreno-Gavira et al., 2020).
No se debe descartar que la capacidad infectiva de este aislamiento (Pfr4) podria ser diferente en
otros estados de desarrollo de B. yothersi, aqui solo se evalud sobre hembras adultas. Para nuestros
fines, las mortalidades causadas por los aislamientos Bb88 y Mal29 fueron el motivo para

seleccionarlos y evaluarlos en experimentos posteriores.

La efectividad de aplicacién de hongos a nivel de campo, para causar infeccion en su hospedante,
puede ser efectiva y lograr mortalidades similares a las de laboratorio. No obstante, para lograr
esas mortalidades se requiere de concentraciones de conidios muy altas en la pulverizacién, lo que
a su vez se puede traducir en incremento en costos para el control de una plaga (Jaronski, 2010).
Esta es una de las razones mas importantes para investigar la utilizacion de otros organismos como
vectores de conidios, con la finalidad de hacer més eficiente la aplicacion de hongos y causar

infeccion en las poblaciones objetivo (Lin et al., 2017; Lin et al., 2019).

La evidencia en incremento de mortalidad con el uso combinado de acaros depredadores y hongos
entomopatogenos, reportado en este trabajo, sugiere que esta tactica podria ser viable para reducir

poblaciones de B. yothersi. En este trabajo se encontré que las mortalidades fueron mas altas en
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comparacion con los tratamientos en donde solo se aplicaron &caros depredadores. Algo relevante
de discutir es que la mortalidad fue similar a la obtenida cuando sélo se aplicaron los hongos (Fig.
2), pero con la ventaja de que se emple6 menor cantidad de conidios en comparacion con las
aplicaciones de suspensiones. Resultados similares fueron obtenidos en poblaciones de T. urticae
al emplear estos mismos aislamientos de hongos entomopatégenos (Castillo-Ramirez et al. 2020).
En ese caso los autores indicaron que donde los depredadores dispersaron conidios de hongos
lograron una mayor mortalidad sobre adultos de T. urticae, en comparacion con la aplicacion

individual de cada agente de control bioldgico.

En este trabajo se encontro que, para ambos acaros depredadores, la mayor mortalidad fue obtenida
al combinarlos con el aislamiento Mal129 (M. anisopliae), lo que sugiere a este aislamiento como
el méas idéneo para ser empleado para control de B. yothersi. El control ejercido por los hongos
entomopat6genos o de los depredadores de manera individual en B. yothersi fue aceptable (40-
80%), pero la combinacion de ambos agentes de control bioldgico fue mucho mejor (50-80%).
Este efecto puede explicarse, al menos en la mayor parte, porque los &caros depredadores pueden
llevar los conidios directamente a la plaga, ocasionando mortalidades altas en adultos de B.
yothersi. Ademas, los depredadores generalmente no consumieron adultos de B. yothersi en las

pruebas de eleccion y no eleccion, pero si huevos y estados inmaduros de B. yothersi.

De manera general, el uso combinado de depredadores y hongos entomopatdgenos ha resultado
con gran potencial en otros estudios. Por ejemplo, se demostrd que un aislamiento de B. bassiana
redujo las poblaciones de trips, y el depredador Neoseiulus barkeri ataco las poblaciones de la
plaga que lograron sobrevivir a la infeccidn del hongo (Wu et al., 2017). Otra ventaja adicional en
la utilizacién de depredadores como vectores es su capacidad de busqueda, y su desplazamiento

hacia la plaga, lo que disminuye la cantidad de conidios que se utilizan para lograr mortalidades
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altas cuando es aplicado en suspensiones; ademas de que esta ultima también es afectada por la
localizacion de los &caros blanco en la planta y la morfologia de esta (Castillo-Ramirez et al.,
2020). Causando problemética en este tipo de aplicacién, ya que los &caros tienden a ocultarse en
su hospedero, como es el caso de, B. yothersi que normalmente habita en zonas ocultas de la planta

0 en el enveés de las hojas (Childers et al., 2003b).

La factibilidad de usar acaros depredadores como vectores de hongos entomopatdgenos se puede
incrementar mas, particularmente cuando se consideran mas variables. Por ejemplo, es probable
que B. yothersi sea aparentemente mas susceptible a hongos entomopatdégenos que sus
depredadores. En algunos trabajos previos se demostro que A. swirskii y N. californicus son mas
resistentes a la infeccion por los mismos aislamientos de hongos que se usaron en este estudio, al
compararse con adultos de T. urticae (Castillo-Ramirez et al., 2020); esa diferencia en
susceptibilidad probablemente se debid a que los &caros depredadores poseen una cuticula gruesa,
haciendo que el conidio se desprenda después de no penetrar su cuerpo (Wu et al., 2018; Wu et
al., 2016). Consideramos que la introducciéon simultanea de &caros depredadores y hongos
entomopat6genos podria regular poblaciones de B. yothersi; sin embargo, se recomienda realizar

estudios a nivel de invernadero y campo para validar esta tactica de control contra B. yothersi.

VI. CONCLUSIONES

Los aislamientos Bb88 y MA129 de B. bassiana y M. anisopliae, respectivamente, causaron
niveles altos de infeccion en B. yothersi, en comparacion con el aislamiento Pfr4 de C. fumorosea.
Ambos depredadores fueron similares en el consumo y preferencia por presas; los huevos fueron
el estado de desarrollo preferido, seguido de larvas, ninfas y finalmente adultos. A. swirskii

present0 mayor capacidad de busqueda de huevos en comparacion con N. californicus. La
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combinacion de N. californicus y el aislamiento Mal129 causaron una mortalidad mayor en adultos
de B. yothersi en comparacion con las otras combinaciones. Se considera al &caro A. swirskii como
la especie méas adecuada para ser utilizada en combinacién con los hongos, por tener una mayor
capacidad de busqueda de huevos y habilidad para consumir larvas y ninfas de B. yothersi, en
comparacion con N. californicus. Es importante validar esta tactica a nivel de invernadero y campo
antes de ser implementada como parte del manejo integrado de B. yothersi en citricos de

importancia econémica.
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