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RESUMEN
En los ultimos afios la citricultura mundial se encuentra amenazada por la presencia del psilido
asiatico de los citricos Diaphorina citri, un insecto perjudicial por ser portador de la bacteria
Candidatus Liberibacter, causante de la enfermedad Huanglongbing (HLB), que ha provocado la
devastacion de plantaciones y reduccion de la produccién de citricos en todo el mundo. En el 2017
se reporta la presencia de D. citri, en plantas traspatio del canton Catamayo, aun asi, no se han
detectado sintomas del HLB. La presente investigacion tuvo por objetivo identificar los enemigos
naturales (depredadores, parasitoides y hongos) asociados a Diaphorina citri, y evaluar su
incidencia en campo en el cantén Catamayo, provincia de Loja, para ello se realizaron muestreos
en plantas traspatio (Citrus sp. y Murraya paniculata) de los sectores: Buenavista, Cementerio,
Parque Primero de mayo, Trapichillo y ElI Guayabal. Los muestreos se realizaron a una altura de
1,5 m de la planta en los cuatro puntos cardinales de la planta, colectandose larvas y adultos de
depredadores, ninfas parasitadas y adultos de parasitoides, asi como adultos de D. citri para el
aislamiento de hongos. Como resultado de la identificacion en laboratorio se determiné la
presencia de 11 especies depredadoras (principalmente Cheilomenes sexmaculata y Chrysopa sp),
dos especies de parasitoides (Diaphorencyrtus sp y Tamarixia radiata) y cuatro especies de hongos
(Cladosporium sp, Fusarium sp, Aspergillus sp y Alternaria sp). Diaphorencyrtus sp tuvo una tasa
de parasitismo del 7,76 %. Estas especies podrian utilizarse para establecer programas de control
bioldgico, aprovechando su potencial como reguladores de poblaciones de ninfas de Diaphorina

citri.
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ABSTRACT
In recent years the global citrus industry has been threatened by the presence of the Asian citrus
psyllid Diaphorina citri, a harmful insect carrying the Candidatus Liberibacter bacterium that
which causes the Huanglongbing disease (HLB), which has caused the devastation of plantations
and reduction of citrus production worldwide. In 2017, the presence of D. citri was reported in
backyard plants of Catamayo; however, no symptoms of HLB have been detected. The aim of this
research was to identify the natural enemies (predators, parasitoids and fungi) associated with
Diaphorina citri, and to evaluate its incidence in the countryside in Catamayo, province of Loja,
for which backyard plants samples were taken (Citrus sp. Murraya paniculata) in: Buenavista,
Cementerio, Parque Primero de Mayo, Trapichillo and El Guayabal. The samples were taken at a
height of 1.5 m from the plant considering as well its cardinal points; larvae and adults of predators,
parasitized nymphs and adult parasitoids, as well as adults of D. citri for the isolation of fungi were
collected. As a result of lab analysis, the presence of 11 predatory species were identified (mainly
Cheilomenes sexmaculata and Chrysopa sp), as well as two species of parasitoids
(Diaphorencyrtus sp and Tamarixia radiata) and four species of fungi (Cladosporium sp,
Fusarium sp, Aspergillus sp and Alternaria sp). Diaphorencyrtus sp had a parasitism rate of
7.76%. These species could be used to establish biological control programs, taking advantage of

their potential as regulators of nymph populations of Diaphorina citri.
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1 Introduccion

Los citricos son frutas altamente valoradas por sus propiedades nutricionales en especial por
su alto contenido de acido ascorbico (vitamina C), presentan una produccion a nivel mundial de
maés de 70 millones de toneladas (Zilch, 2016). Su produccion supera la de todas las frutas de hoja
caduca, tales como manzanas, peras, melocotones, ciruelas, etc., abarcando el 20% del mercado
mundial de frutas (Lerma et al 2015).

En Ecuador el cultivo de citricos en los ultimos afios se ha incrementado sustancialmente,
aportando en gran parte a la economia del pais (Yépez, 2015); la superficie cultivada de citricos
es de aproximadamente 22 mil hectareas de las cuales se obtiene una produccion de 104 mil
toneladas, siendo la naranja y el limén los cultivos de citricos méas representativos (ESPAC, 2016).

En la provincia de Loja, la naranja se cultiva en un area de 75 ha, y el limon en una superficie
de 85 ha, de los cuales se obtiene una produccion de 203 y 896 toneladas respectivamente (ESPAC,
2016). En el cantén Catamayo, el limoén es el citrico que aporta en gran parte a la economia
familiar, puesto que se cultiva en 23 ha con una produccion aproximada de 166,32 toneladas (29,85
% de rentabilidad) (Torres, 2012).

El cultivo de citricos esta expuesto a numerosos organismos fitopatdgenos que causan
pérdidas econémicas en plantaciones en todo el mundo (Rodriguez y Mendoza, 2014). En los
ultimos afios se ha centrado la atencion en el psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), que constituye una de las plagas mas devastadoras para la
citricultura mundial (Hernandez et al., 2013).

Las ninfas y adultos de Diaphorina citri causan cuantiosos dafos, no solo extraen la savia y
debilitan a la planta, también inyectan toxinas que inducen al enrollamiento de las hojas,

impidiendo asi el crecimiento normal de la planta y produciendo malformaciones foliares (Lenalli,



2012). Ademas, el dafio mas importante que causa es la trasmision de la bacteria Candidatus
Liberibacter, que es la causante de la enfermedad comtiinmente conocida como “Huanglongbing”
(HLB), y es considerada como la més devastadora en plantaciones de citricos (Gottwald, 2010).

En Ecuador, se reporta por primera vez la aparicion de D. citri en plantas de Murraya exotica
a lo largo de una acera en Guayaquil (Cornejo y Chica, 2014). En Catamayo se han encontrado
plantas de citricos atacados por D. citri, aunque todavia no se ha registrado la bacteria causante
del Huanglongbing (M. Pineda AGROCALIDAD Loja, com. pers., 2018).

La citricultura en Catamayo se podria ver amenazada por la presencia del psilido asiatico
Diaphorina citri, una plaga que en conjunto con el HLB han causado gran devastacion de citricos
en algunos paises donde la citricultura representa un rubro importante (Salcedo et al., 2010;
Pourreza et al., 2015 y Dominguez, 2017), por lo que requiere ser controlada antes de su
diseminacion a huertos citricolas. A fin de cumplir el propoésito de esta investigacion se plantearon

los siguientes objetivos:

1.1 Objetivo General:
A Identificar insectos y hongos benéficos asociados a Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) y evaluar su incidencia natural como iniciativa de control en

plantas traspatio (Citrus sp. y Murraya paniculata) del cantén Catamayo.

1.2 Obijetivos Especificos:
A Identificar insectos que atacan a Diaphorina citri Kuwayama en plantas traspatio

(Citrus sp. y Murraya paniculata) del canton Catamayo.



A Identificar hongos entomopatdgenos aislados de los adultos de Diaphorina citri
Kuwayama en plantas traspatio (Citrus sp. y Murraya paniculata) del cantén
Catamayo.

A Evaluar el porcentaje de incidencia natural de organismos benéficos que atacan a
Diaphorina citri en plantas traspatio (Citrus sp. y Murraya paniculata) del canton

Catamayo.



2 Revision de Literatura
2.1 Psilido asiatico Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)

2.1.1 Clasificaciéon Taxon6mica.

Reino Animalia

Filo Arthropoda
Subfilo Hexapoda
Clase Insecta

Orden Hemiptera
Suborden Sternorrhyncha

Superfamilia Psylloidea

Familia Liviidae
Género Diaphorina
Especie Diaphorina citri Kuwayama, 1908

Fuente: COSAVE, 2013a.

El psilido asiatico tiene su origen en Asia y se encuentra ampliamente distribuido en regiones
tropicales y subtropicales (Lépez et al., 2013). En 1984 se reporta en Brasil, y a partir de ahi se
ha distribuido y reportandose en otros paises de América, tales como Argentina, Uruguay, Estados
Unidos, Venezuela, Cuba, Republica Dominicana, Puerto Rico y Paraguay. Finalmente, en el 2013

es reportado en Ecuador (Lopez et al., 2013; Cornejo y Chica, 2014).

2.1.2 Ciclo de Vida de Diaphorina citri

El psilido asiatico de los citricos presenta una metamorfosis heterometabola o metamorfosis
incompleta que comprende huevo, ninfa y adulto:

Huevo: Las hembras de D. citri colocan los huevos sobre los apices, hojas y brotes en
crecimiento, llegando a poner mas de 800 huevos por hembra. La duracion de la fase de huevo

varia segun la temperatura, de 9,7 dias a 15 °C a 3,5 dias a 28 °C (Botero et al., 2014). Tienen



forma de almendra, elongados y anchos en la base (Figura 1a). Al principio su coloracion es palida,
luego son amarillos, y finalmente cerca de la emergencia de las ninfas se tornan anaranjados
(COSAVE, 2013a).

Ninfa: Son de poca movilidad, habitan en grupos y se desarrollan sobre brotes en
crecimiento (COSAVE 2013a). El ciclo de la ninfa puede variar de 15 a 47 dias dependiendo de
la temperatura, siendo las mas éptimas entre 25y 28 °C. Tienen forma de escama, son de color
amarillento, con ojos rojos bien definidos y aplanadas dorso-ventralmente.

Las ninfas pasan por cinco instares, que se diferencian por sus caracteristicas morfologicas
(Figura 1b): las ninfas de primer instar son elongadas, miden 0,30 mm de longitud, poseen dos
segmentos en las antenas y dos garras en los tibiotarsos; las de segundo instar son de 0,49 a 0,72
mm de largo, poseen tecas alares desarrolladas y separadas, y tienen de siete a ocho pares de setas
en el margen del abdomen; las de tercer instar son de 0,69 a 0,72 mm de largo, con tecas alares
parcialmente superpuestas, y en el margen del abdomen poseen de 15 a 17 pares de setas; las ninfas
de cuarto instar son de color amarrillo-marrén y miden de 0,98 a 1,05 mm de largo, las antenas
poseen tres segmentos y el abdomen tiene de 27 a 30 pares de setas; y las de quinto instar (Figura
1c) miden de 1,45 a 1,58 mm de largo, tiene una coloracion de amarillo a amarillo marrén, el tercer
segmento de la antena es de color negro, en el abdomen presentan de 25 a 29 pares de setas y son
sedentarias, Unicamente se mueven cuando se las disturba.

Adulto: Son insectos de 3 a 4 mm de largo, su cuerpo es de color marrén amarillento y la
cabeza marron clara, sus patas son de color grisaceo, el extremo de las antenas es de color negro
y en los segmentos intermedios tienen dos manchas marrones claro. Las alas son transparentes con
manchas blancas y marrén claro, presentan una banda longitudinal ancha de color beige en el

centro. Los ojos son marron oscuro (Figura 1d). Cuando se alimentan inclinan su cabeza hacia



abajo tocando la superficie del vegetal, de forma que el cuerpo forma un angulo de 45° con respecto
a la horizontal. A temperaturas optimas (25 a 28 °C) pueden llegar a vivir 2 meses, incluso periodos

mayores (COSAVE, 2013a).

Figura 1. Fases del desarrollo de Diaphorina citri. a. Huevos. b. Estados ninfales. c. Ninfa de
5© instar. d. Adulto. Fuente: Imagen a y b (COSAVE, 2013a) Imagen ¢ y b (Botero et al.,
2014).

2.1.3 Sintomas y dafios

El psilido asiatico Diaphorina citri es uno de los insectos-plaga de mayor riesgo para los
citricos debido al dafio que causan las ninfas y adultos. Los dafios directos que ocasionan son la
deformacion de apices, hojas y brotes tiernos por la inyeccion de una toxina que dejan en el instante
que se alimentan, las ninfas en grandes poblaciones paralizan el crecimiento de hojas y brotes,
debilitan a la planta, causando la mortalidad de ramas, impidiendo el crecimiento normal de la
planta (Lenalli, 2012). Durante el tiempo que las ninfas se alimentan, excretan por el extremo
abdominal excesos de azUcares de la savia en forma de filamentos cerosos (Figura 2) que atraen a
hormigas y favorecen la formacion de fumagina, la cual reduce la capacidad fotosintética de la

planta (Mead y Fasulo, 2010).



Figura 2. Excesos de azucares secretados por ninfas de Diaphorina citri (Vergara, 2017).

Sin embargo, el dafio més peligroso que causa es la transmision de la enfermedad conocida
como Huanglongbing (HLB). Esta enfermedad es ocasionada por una bacteria gram negativa
denominada Candidatus Liberibacter, que es adquirida por el vector en su estado ninfal y se
reproduce en su interior, pudiendo llegar a ser infectivo por el resto de su vida (Mead y Fasulo,

2010).

2.2 Biologia de Candidatus Liberibacter. Etiologia y sintomatologia del Huanglongbing

Esta bacteria, transportada por el vector, una vez introducida en la planta hospedera, se
empieza a desarrollar y a distribuirse por el sistema vascular, obstruyendo el flujo de la savia, y
por tanto disminuyendo la produccion a niveles criticos. La bacteria se dispersa por toda la planta,
y la ninfa del vector la adquiere al momento de alimentarse de la planta infectada, trasmitiéndola
a otras plantas por el resto de su ciclo de vida. Una vez que la planta esta totalmente infectada,
muere en dos o tres afios (COSAVE, 2013b; Robles et al 2013).

El HLB es la enfermedad mas destructiva de los citricos en el mundo, el primer reporte de
HLB en el mundo fue en China en 1919, actualmente se encuentra en Asia, Africa, Oceania y
algunos paises de América (SIRVEF, 2018). La primera deteccion de HLB en América fue en el

afio 2005 en el estado de Sao Paulo, Brasil, a partir de ahi se ha extendido a otros estados del pais



(Parana y Minas Gerais) (COSAVE, 2013b). Posteriormente fue reportada en Estados Unidos en
el estado de Florida, Cuba, Republica Dominicana, Nicaragua, Honduras, Belice, México,
Colombia y Paraguay (Herbario Virtual, 2018).

Las plantas de citricos jovenes (< 4 afios) son las principales afectadas por HLB, esta
enfermedad se dispersa muy répido a tal punto que cuando la planta presenta los sintomas severos
la plantacion posiblemente ya esté contaminada. Por sus caracteristicas puede ser confundida con
una deficiencia de mineral, lo cual dificulta su deteccion temprana, llegando a destruir grandes
plantaciones en poco tiempo (Santivafez et al., 2013).

Conforme avanza la infeccién el arbol pierde vigor y su capacidad de produccion de fruta
disminuye, lo cual puede ocurrir tanto en presencia como en ausencia de sintomas. Cuando el HLB
se manifiesta en el 100 % de la copa las pérdidas de produccion son cercanas al 50 % (Robles et
al., 2017).

El tratamiento de esta enfermedad se ha convertido en un gran problema, puesto que ain no
existe una cura para ella (Sommantico, 2019). Lo Unico que se puede hacer es controlar la
poblacion del insecto vector, ya que una vez que la planta esté infectada, no hay otra solucion mas
que erradicarla y quemarla para minimizar la propagacion hacia otras plantas (Pourreza et al.,

2015).

2.3 Uso de enemigos naturales de Diaphorina citri como controladores bioldgicos

El realizar un control biolégico con el uso de enemigos naturales resulta ser mas factible,
mas eficiente y menos dafiino ambientalmente que otros enfoques como el uso de insecticidas
(Lauwerys, 2001). El uso de organismos benéficos para el control bioldgico se fundamenta en que

la mayoria de las plagas que atacan a cultivos, llega a alcanzar poblaciones altas debido a la



ausencia de enemigos naturales especializados o a su presencia en bajas poblaciones, por lo que se
puede potenciar dichas poblaciones o introducir desde otras areas (Driesche et al., 2007).

Adicionalmente, el control bioldgico suprime el uso de insecticidas quimicos, que ademas
de causar dafios al ambiente y dafiar la salud humana, pueden llegar a alterar el equilibrio entre el
insecto plaga y los insectos benéficos (depredadores, parasitoides) existentes en el cultivo, puesto
que al momento de la aplicacion de insecticidas no sélo se estd acabando con la plaga, también se
esta matando o ahuyentando a los insectos benéficos (Driesche et al., 2007).

Los residuos de dichos insecticidas quimicos se dispersan en el ambiente llegandose a
convertir en contaminantes para otros elementos bidticos (animales no insectos y plantas
principalmente) y el sistema abidtico (suelo, aire y agua) amenazando de esta manera su estabilidad
(Rodriguez et al., 2014). A causa de estos residuos las personas llegan a desarrollar enfermedades
a largo plazo, tales como cancer, dafios al sistema reproductivo, al higado, al cerebro y a otras
partes del cuerpo (Conant y Fadem, 2011), provocando la muerte de aproximadamente 200 000
personas cada afio (OMS, 2017).

Entre los principales enemigos naturales controladores de poblaciones de D. citri se
encuentran insectos pertenecientes a las familias Coccinellidae (Coleoptera), Chrysopidae
(Neuroptera), Syrphidae (Diptera) y Vespidae, Eulophidae y Encyrtidae (Himenoptera)
(Rodriguez et al., 2012; Kondo et al., 2015).

Dentro de las familias antes mencionadas se han registrado varias especies controladoras de
D. citri, en diferentes paises, de los cuales Olla v-nigrum (Mulsant, 1866), Chilocorus cacti
(Linnaeus, 1767), Cycloneda sanguinea (Linnaeus, 1763), Nephus sp, Pentilia sp, Curinus
coeruleus Mulsant, 1850, Chilocorus stigma (Say,1835), Hippodamia convergens (Guerin-

Meneville, 1842), Hyperaspis sp, Cheilomenes sexmaculata (Fabricius, 1781), Harmonia axyridis



(Pallas, 1722), Scymnus rubicundus (Erichson, 1847), Curinus colombianus Chapin, 1965
(Coleoptera), Zelus sp (Hemiptera), Ceraeochrysa sp (Neuroptera), Polybia sp (Himenoptera) y
Allograpta sp (Diptera) son depredadores; Diaphorencyrtus aligarhensis (Shafee, Alam and
Agarwal) (Himenoptera), y Tamarixia radiata (Waterston, 1922) (Himenoptera) son parasitoides
(Rodriguez et al., 2012; Kondo et al., 2015; Hernandez, 2016; Lopez et al., 2010; Lomeli et al.,
2010; Hall et al., 2012; Hernandez et al., 2014; Sanchez et al., 2015).

La mayoria de las especies reportadas como enemigos naturales de D. citri son depredadores
generales, es decir que atacan poblaciones de otras plagas (Kondo et al., 2017). En el caso de los
parasitoides, existen hasta nueve especies reportadas para las ninfas de D. citri (Hussain y Nath,
2015), pero s6lo Tamarixia radiata y Diaphorencyrtus aligarhensis, de las familias Eulophidae y
Encyrtidae, respectivamente, son considerados especificos del psilido (Hoddle et al., 2014; Kondo
et al., 2015; Arias et al., 2016).

La eficiencia de estos parasitoides varia de acuerdo a factores externos, como condiciones
climaticas, uso de insecticidas, diversidad de organismos benéficos entre otros. De las dos especies
reportadas como parasitoides especificos de D. citri, T. radiata presenta un rango muy amplio de
parasitismo de ninfas (0 a 80 %) (Cortéz et al., 2010; Robles, 2010; Sanchez, 2010; Chavez et al.,
2017; Kondo, 2017; Rodriguez et al., 2012), y Diaphorencyrtus sp presenta un parasitismo de 6,3
% (Cortéz et al., 2010).

En Ecuador, un grupo de investigadores registraron la presencia natural de Tamarixia
radiata y Diaphorencyrtus aligarhensis en diferentes puntos del Guayas (Chavez et al., 2017,
Portalanza et al., 2017). T. radiata ingresé a Ecuador a finales del 2015 de forma natural,

empezando a colonizar y a establecerse como enemigo natural (Chavez et al., 2017).
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Ademés de insectos se han reportado varias cepas de hongos entomopatégenos de las
especies Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) , Isaria fumosorosea Wize, Hirsutella citriformis
Speare, Lecanicillium lecanii Zimm, Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Cladosporium sp. nr.
oxysporum Berk. & MA Curtis, Acrostalagmus aphidum Oudem, Paecilomyces javanicus
(Friederichs & Bally) AHS Brown & G Smith, y Capnodium citri Berk. & Desm., que atacan tanto
a ninfas como a adultos (Kondo et al., 2015; Rodriguez et al 2012; Ramos, 2016; Hall et al., 2012
y Mellin et al., 2016). Algunos de estos enemigos naturales por su eficiencia para controlar D. citri
ya se estan criando masivamente en los paises que son representativos en la produccion de citricos

(Sénchez et al., 2015 y Kondo, 2017).

11



3 Materiales y Métodos

La presente investigacion se realizo en la zona urbana del canton Catamayo, que se encuentra
a 38 km noroeste de la provincia de Loja, en torno a dos focos infecciosos de Diaphorina citri,
registrados en las coordenadas: 3°59'28,29" S, 79°21'31,17" W y 3°58'24,31" S, 79°22'20,28" W
(Figura 3). La parroquia Catamayo se encuentra ubicada a una altitud entre 1 000 y 2 000 msnm,
con un clima eminentemente célido - seco, con temporadas himedas que duran 4,3 meses, y
temporadas secas que duran 7,7 meses. La temperatura general varia de 15 a 27 °C y rara vez baja
a menos de 13 °C o sube a més de 29 °C, y la humedad relativa es del 10 % (GAD Catamayo,
2019).

Sus limites son: al norte con la provincia de El Oro y el canton Loja, al sur con los cantones
de Gonzanama y Loja, al este con el cantdn Loja y al oeste con los cantones Chaguarpamba,

Olmedo y Paltas.

Figura 3. Mapa de Catamayo. Lugares donde se han reportado los focos infecciosos de
Diaphorina citri (iconos amarillos). Fuente: Google Earth, 2018.
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Para esta investigacion se utilizo la técnica de observacion directa en campo, y mediante
muestreos aleatorios en plantas jovenes (< 4 afios) de Mirto (Murraya paniculata) y citricos (Citrus
sp.). Estas plantas estan ubicadas en la zona urbana de Catamayo, es decir son plantas traspatio,
por ende, no poseen un manejo técnico, ademas que la mayoria de plantas son de mirto, puesto
que son muy apreciadas para arreglo florales por su agradable aroma.

El célculo del nimero de plantas a muestrear se realiz6 mediante la siguiente ecuacion:

B Z’Npq
~e2(N—-1) + Z%pq

n

Donde:

n: Tamafo de la muestra

Z: Constante segun el nivel de confianza: 1.96
N: Tamario de la poblacion: 300

p: 0,5

g:0,5

e: Error muestral 3% = 0,03

El tamafio de la muestra es n = 234,24. El muestreo de enemigos naturales (insectos
parasitoides, depredadores y hongos entomopatdgenos) se realizaron en seis sectores urbanos del
cantén Catamayo: Buenavista 3°59'29,07" S, 79°21'31,52" W; El Cementerio 3°59'25,95"S,
79°21'04,72" W; Parque Primero de mayo 3°59'27,93" S, 79°21'35,29" W; Trapichillo (entrada)
3°5825,68" S, 79°22'21,89" W; Trapichillo 3°58'12,57" S, 79°22'09,76" W y El Guayabal
3°57'36,27" S, 79°23'22,93" W. Para la colecta de organismos benéficos se inspeccionaron en
horas de la mafiana (07:00 a 10:00) aproximadamente 40 plantas traspatio de cada sector antes
mencionado a una altura de 1,5 a 1,7 m (estrato medio de la planta), cada 10 a 15 dias por dos

meses (cuatro muestreos totales).
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3.1 Muestreo de Insectos Benéficos.

Para el muestreo de posibles insectos depredadores primeramente se realizaron inspecciones
visuales en cada punto cardinal de la planta en una area foliar de aproximadamente 20 cm?® donde
exista poblaciones de ninfas; posteriormente se colectaron los insectos (larvas o adultos) que se
encuentren dentro del area delimitada, ya sea que estuvieran atacando activamente a la poblacion
de ninfas de D. citri o cerca de las mismas. Las muestras colectadas fueron etiquetadas con la
fecha, georreferenciacion y nombre del sector.

Los insectos adultos fueron ubicados en frascos con alcohol al 70 % y se llevaron al
laboratorio de Entomologia de AGROCALIDAD, en donde se realiz6 la identificacion utilizando
un estéreo-microscopio y claves taxondmicas ilustradas de géneros de Coccinellidae de América
del Sur de Gonzélez (2007). Las larvas colectadas se mantuvieron en el laboratorio hasta la
emergencia de los adultos, para su identificacion con claves taxonémicas.

Para el muestreo de insectos parasitoides, se colect6 un brote tierno de 7 a 10 cm de longitud
de cada punto cardinal (4 brotes/planta). Los brotes se colocaron en fundas de papel, las cuales
fueron etiquetadas y ubicadas en un cooler con geles, para conservarlas frescas hasta llevarlas al
laboratorio de Entomologia de AGROCALIDAD.

En laboratorio se aplicé el método usado por Hernandez (2016), que consistié en cuantificar
el nimero total de ninfas de cada brote y se colocé las muestras en vasos desechables de plastico
con algodén humedecido para mantener el brote fresco y la humedad adecuada. Los vasos se
cubrieron con tela de polipropileno sujeta con una liga para evitar el escape de los adultos del
psilido o de avispitas parasitoides emergidas de las ninfas, asi como para evitar que se introdujeran

otros insectos. De preferencia se evaluaron las ninfas de pendltimo y tltimo instar (N4 y Ns) de D.
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citri puesto que en estos estados ninfales se puede visualizar si la ninfa esta parasitada (Barrera et
al., 2012).

En esas condiciones se mantuvieron las muestras hasta la emergencia de adultos ya sea de
parasitoides o de D. citri. Posteriormente se colocaron los adultos de los parasitoides en alcohol al
70 % para su identificacion haciendo uso de un estéreo-microscopio Olympus SZX16 y mediante
claves taxondmicas e imagenes de Zamora y Hanson, (2017), Arias et al. (2016) y Restrepo et al.
(2016).

3.2 Muestreo de Hongos Benéficos.

Para el muestreo de hongos benéficos se revisaron las mismas cuatro ramas de los cuatro
puntos cardinales donde se ubicaron los brotes tiernos, y en ellas se buscaron adultos muertos de
D. citri, aparentemente con sintomas de infeccién por hongos entomopatdgenos tanto en brotes
como en hojas de plantas de Citrus sp. y Murraya paniculata (Ramos, 2016).

Los insectos se colocaron junto con las hojas en bolsas individuales de papel, y se llevaron
al laboratorio de Fitopatologia de AGROCALIDAD. Todas las muestras fueron etiquetadas con la
fecha, georreferenciacion y nombre del lugar.

Para aislar los hongos, se utiliz6 el método PEE/FP/07: Aislamiento e Identificacion de
Hongos (mediante claves taxondémicas y microscopia Optica): el cual consistio sembrar
directamente el adulto muerto o parte de él en medio PDA (Papa Dextrosa Agar, enriquecido con
extracto de levadura). Para ello se desprendi6 cuidadosamente el adulto muerto de la hoja donde
se encontro y se deposito sobre papel filtro estéril, se desinfectd con hipoclorito de sodio al 2 %
durante tres minutos, luego se lavé (dos a tres veces) con agua destilada con la finalidad de no
dejar restos de hipoclorito de sodio, se seco con papel estéril y se procedié a sembrarlos en cajas

Petri con el medio PDA y en cdmara humeda.
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Las cajas Petri se mantuvieron a 26 °C hasta la formacion de micelio. Una vez ya formado
la colonia del micelio, con la ayuda de un asa y bajo condiciones de asepsia, se extrajo una parte
del micelio y se coloc6 en un portaobjetos para identificarlo mediante claves taxonémicas

especializadas (Barnett y Hunter, 1998) haciendo uso de un microscopio Boeco Bm120.

3.3 Evaluacion de la Eficiencia de Organismos Benéficos.

La evaluacion del porcentaje de incidencia se realizé Gnicamente para insectos parasitoides
y hongos entomopatdgenos, puesto que, para evaluar la incidencia de insectos depredadores en
campo, necesariamente se debe encontrar al insecto atacando poblaciones de ninfas, lo que era
muy poco probable.

En el caso de parasitoides, se cuantificd las ninfas no parasitadas y las parasitadas
(parasitadas y momificadas), y se calcul6 el porcentaje de parasitismo con la férmula usada por

Chévez et al. (2017) y Sanchez et al. (2015a):

% d ” Ninfas Parasitadas 100
e = *
0 (1€ paTastLsmo Total de Ninfas muestreadas

De la misma forma, para evaluar incidencia de hongos entomopatogenos se cuantificé el
numero total de adultos vivos y muertos, y se calculo la eficiencia del hongo con la formula usada

por Ramos (2016):

Adultos muertos

Efici iade h t té = 100
ficiencia de hongos entomopatégenos Total de Adultos muestreados *
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4 Resultados
4.1 Insectos benéficos asociados a Diaphorina citri.

Durante todo el muestreo se capturaron 13 especies en las localidades Buenavista, El
Cementerio, Trapichillo (entrada), Trapichillo y ElI Guayabal, en plantas traspatio de Murraya
paniculata y Citrus sp de la zona urbana del canton Catamayo (Tabla 1). De las 13 especies, 11
son depredadores, y dos son parasitoides (Figura 4). Entre los depredadores se encontraron nueve
especies pertenecientes a la familia Coccinellidae (Coleoptera), una especie a la familia
Chrysopidae (Neurdptera) y una especie a la familia Anthocoridae (Hemiptera). Como parasitoides
encontramos dos especies de las familias Encyrtidae y Eulophidae respectivamente (Himenoptera).

La mayor poblacion de ninfas de D. citri se encontré en el sector Buenavista: 103 ninfas de
un total de 292 ninfas obtenidas durante la evaluacién de brotes en laboratorio, y en consecuencia
fue en este sector donde se encontrd la mayor cantidad de especies benéficas colectadas, del total

de ninfas confinadas, el 20 % murieron por causas desconocidas.

a JA/C b

Figura 4. Enemigos naturales asociados con Diaphorina citri en Catamayo. a. Azya orbigera b.
Cheilomenes sexmaculata c. Hyperaspis esmeralda d. Hippodamia convergens e. Paraneda
palludula f. Pentilia sp g. Rodolia Cardinalis h. Hyperaspis onerata i. Diomus sp (Fotografias:
Guillermo Gonzalez F.) j. Chrysopa spp k. Orius spp I. Diaphorencyrtus sp m. Tamarixia
radiata (Lab. Entomologia. AGROCALIDAD).
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Tabla 1. Ninfas de Diaphorina citri y enemigos naturales, registrados en el canton Catamayo durante el periodo de muestreo noviembre 2018 —

febrero 20109.

Ninfas D. citri y Enemigos naturales

NuUmero de especimenes en cada localidad

Especie

Ninfas de Diaphorina citri (Kuwayama).
Depredadores

Azya orbigera ecuadorica (Gordon, 1980).

Cheilomenes sexmaculata (Fabricius, 1781).

Hyperaspis esmeralda (Gordon & Gonzélez, 2011).
Hippodamia convergens (Guerin-Meneville, 1842).

Paraneda pallidula (Mulsant, 1850).
Pentilia sp.
Rodolia cardinalis (Mulsant, 1850).
Hyperaspis onerata (Mulsant, 1850).
Diomus sp.
Chrysopa spp.
Orius spp.

Parasitoides
Diaphorencyrtus sp.
Tamarixia radiata (Waterston, 1922).
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4.1.1 Depredadores.

En las visitas en campo se constato la presencia de depredadores en distintos estados de
desarrollo cerca de poblaciones de ninfas de D. citri, y en algunos casos se evidencié el ataque
directo de los depredadores sobre dichas poblaciones. En los sectores Buenavista, El
Cementerio, Trapichillo (entrada) y El Guayabal ademas de encontrar depredadores en estado
adulto, se encontraron posturas de huevos (Figura 5a) y larvas de Coccinélidos (Figura 5b y
5¢) que estaban cerca de poblaciones de D. citri, y en los sectores Buenavista y Guayabal, se
encontraron posturas (Figura 5d) y larvas (Figura 5e) de la especie Chrysopa sp.

Posteriormente, en el laboratorio, se evidencié el ataque de larvas de Coccinélidos

(Figura 5f) y Chrysopa sp (Figura 5g) sobre ninfas de D. citri.

Figura 5. Depredadores de D. citri. a. Posturas de Coccinélidos. b y c. Larvas de
Coccinélidos. d. Posturas de Chrysopa sp. e. Larva de Chrysopa sp. f. Larva de Coccinélido
atacando ninfa de D. citri. g. Larva de Chrysopa sp atacando ninfa de D. citri. (Lab.
Entomologia AGROCALIDAD).
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Orden Coleoptera.
Azya orbigera ecuadorica Gordon, 1980.
Diagnosis: Cuerpo pequefio ovalado, pronoto y élitros son de color negro, con una
pilosidad ceniza corta y homogénea, en los élitros poseen una zona con pilosidad mas obscura

que en conjunto forman un caracteristico simbolo parecido al infinito "™ (Figura 6a).

Ventralmente es de color amarillo (patas, aparato bucal, abdomen) (Figura 6b), las
antenas son largas con 11 segmentos, con el primer artejo prolongado (Figura 6c¢), los palpos
maxilares son securiformes y las mandibulas con dos dientes (Figura 6d), posee tibias
anteriores anchas con proyecciones (Figura 6e), la epipleura tiene impresiones profundas para
la recepcion de patas medias y posteriores (Figura 6f). Presenta cinco segmentos abdominales

con lineas postcoxales abiertas sin tocar el borde del segmento abdominal (Figura 6g).

Figura 6. Azya orbigera ecuadorica: a. Vista dorsal. b. Vista ventral. c. Antena. d.
Mandibula y palpos maxilares. e. Tibias anteriores. f. Epipleura. g. Lineas postcoxales. (Lab.
Entomologia AGROCALIDAD).

20



Cheilomenes sexmaculata (Fabricius, 1781).

Diagnosis: Son de forma redondeada, de color negro brillante y sin pilosidades, poseen
manchas submarginales en el tercio delantero de color anaranjado (Figura 7a). La cabeza es de
color amarillo marfil. EI pronoto de igual forma es de color negro brillante, sin pilosidades,
con manchitas discales y bordes delanteros y laterales de color amarillo marfil (Figura 7b).

Ventralmente es de color amarillo (Figura 7c), las antenas son segmentadas no dentadas
de menor tamafio que el ancho de la frente con maza poco notoria (Figura 7d) el ultimo
segmento de los palpos maxilares es triangular (securiforme) (Figura 7e), las mandibulas
terminan en dos dientes agudos (Figura 7f). Presenta lineas postcoxales descendentes, unidas

al borde posterior del segmento abdominal (Figura 7g).

Figura 7. Cheilomenes sexmaculata. a. Vista dorsal. b Cabeza y pronoto. c. Vista ventral. d.
Antena. e. Palpos maxilares. f. Mandibula. g. Lineas postcoxales. (Lab. Entomologia
AGROCALIDAD).

21



Hyperaspis esmeralda Gordon & Gonzélez, 2011.

Diagnosis: Son especies pequefias, su cuerpo dorsalmente no presenta pilosidades, es de
forma oblonga. Los élitros son negros, posee una gran mancha discal oblonga de color amarillo,
que cubre gran parte de cada élitro (Figura 8a). El pronoto es negro con una mancha amarilla
en los extremos (Figura 8b).

Ventralmente es de color negro, las patas, antenas, piezas bucales y borde inferior del
abdomen de color amarillento (Figura 8c). Las antenas son cortas, con 10 segmentos, con pocas
vellosidades y una masa poco notoria en los Gltimos artejos (Figura 8d), los palpos maxilares
son securiformes (Figura 8e) y las mandibulas presentan dos dientes agudos (Figura 8f).
Abdomen con seis segmentos abdominales y las lineas postcoxales descienden y se unen con

el borde posterior del segmento abdominal (Figura 8g).

Figura 8. Hyperaspis esmeralda. a. Vista dorsal. b Cabeza y pronoto. c. Vista ventral. d.
Antenas. e. Palpos maxilares. f. Mandibula. g. Lineas postcoxales. (Lab. Entomologia
AGROCALIDAD).
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Hippodamia convergens (Guerin-Meneville, 1842).

Diagnosis: Su cuerpo no presenta pubescencia, es de forma ovalada. La cabeza es de
color amarillo cremoso, con dos manchas irregulares de color negro que se unen por el borde
en la parte anterior de la base de las antenas. El pronoto es negro, presenta una franja ancha en
los bordes anteriores y laterales de color crema, en el disco a los lados tiene dos manchas en
forma de coma del mismo color (Figura 9a). Los élitros son de color anaranjado y presentan
seis manchas negras en cada élitro, tres manchas anteriores que son pequefias, y tres posteriores
que son grandes, redondeadas e irregulares (Figura 9a).

Ventralmente es de color negro (Figura 9b), las antenas son largas con 11 artejos (Figura
9c¢), los palpos maxilares son securiformes (Figura 9d), las epipleuras son anchas y enteras
(Figura 9b), las patas son largas, negras y sobresalen del borde del élitro (Figura 9a), las tibias
son delgadas, con tarsos tetrameros y ufias bifidas (Figura 9e). EI abdomen posee cinco

segmentos abdominales con pubescencia (Figura 9f).

Figura 9. Hippodamia convergens. a. Vista dorsal. b Vista ventral. c. Antena. d. Palpos
maxilares. e. Garras. f. Abdomen. (Lab. Entomologia AGROCALIDAD).
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Paraneda pallidula (Mulsant, 1850).

Diagnosis: Su cuerpo es de forma ovalada semiesférica. Dorsalmente son de color ocre
claro, los élitros son brillantes, sin manchas, ni pubescencias (Figura 10a), en los lados anterior
y posterior del pronoto presenta una mancha circular amarilla cremosa con borde negro (Figura
10Db).

Ventralmente es de color ocre, las antenas son segmentadas con 11 artejos (Figura 10c),
presenta mandibulas que terminan en dos dientes agudos (Figura 10d), los palpos maxilares
son de forma triangular muy securiformes (Figura 10e), los lados de los élitros terminan en una
proyeccion lateral y horizontal, con epipleuras anchas y enteras (Figura 10f). EI abdomen
presenta cinco segmentos abdominales, las lineas postcoxales son curvadas y descendentes

(Figura 10g).

Figura 10. Paraneda pallidula. a. Vista dorsal. b Pronoto. c. Antena. d. Mandibulas. e.
Palpos maxilares. f. Epipleura. g. Lineas postcoxales. (Lab. Entomologia AGROCALIDAD).
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Pentilia sp.

Diagnosis: Son especies habitualmente pequefias entre 1-3 mm, de forma semicircular
muy convexas Yy de color castafio homogeéneo tanto dorsal como ventral (Figura 11ay 11b). Su
cuerpo es totalmente glabro y brillante. Los ojos son de color negro alargados
longitudinalmente de forma ovalada (Figura 11c). Las antenas son cortas, muy compactas y
segmentadas con nueve artejos (Figura 11d).

Los palpos maxilares son securiformes con el ultimo segmento corto, muy triangular
(Figura 11e). Las mandibulas no son bifidas, pero tiene una pequefia bifurcacion a manera de
diente (Figura 11f). El prosterno tiene una corta expansion por delante y no llega a cubrir las
piezas bucales (Figura 11g). EI abdomen presenta cinco segmentos abdominales claramente
visibles y lineas postcoxales abiertas en semicirculo y no llegan al borde del segmento

abdominal (Figura 11h).

Figura 11. Pentilia sp. a. Vista dorsal. b. Vista ventral. c. Ojos. d. Antena. e. Palpos
maxilares. f. Mandibulas. g. Prosterno. h. Segmentos Abdominales. (Lab. Entomologia
AGROCALIDAD).
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Rodolia cardinalis (Mulsant, 1850).

Diagnosis: Su cuerpo tiene forma semicircular. Son de color rojo con abundante
pubescencia de color blanquecina tanto dorsal como ventral (Figura 12a y 12b), en los élitros
tiene dos grandes manchas negras irregulares, una delantera cerca del &ngulo humeral y la otra
en la parte posterior. En la sutura se encuentra recorriendo una franja negra, que se ensancha
antes del escutelo formando un rombo muy vistoso en la union de los élitros (Figura 12a).

La cabeza es negra, el pronoto presenta una gran mancha basal negra que cubre la mayor
parte del pronoto, dejando un delgado borde de color rojo en la parte delantera y lateral (Figura
12c¢). Las antenas son pequefias cortas y compactas con 10 segmentos (Figura 12d). Las
mandibulas son bifidas (Figura 12¢) y los palpos maxilares securiformes (Figura 12f). Presenta
seis segmentos abdominales visibles casi rectos (Figura 12g) y lineas postcoxales abiertas

(Figura 12h).

Figura 12. Rodolia cardinalis. a. Vista dorsal. b. Vista ventral. c. Pronoto. d. Antena.
e. Mandibulas. f. Palpos maxilares. g. Segmentos abdominales. h. Lineas postcoxales. (Lab.
Entomologia AGROCALIDAD).
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Hyperaspis onerata (Mulsant, 1850).

Diagnosis: Son de forma ovalada, los élitros son de color amarillo marrén, con tres
manchas negras: una pequefia en el angulo humeral, una grande e irregular en el costado del
élitro, y una aln mas grande en el centro que se extiende a manera de franja por la sutura hacia
el escutelo y hacia el apice (Figura 13a). El pronoto es de color amarillo marrén, presenta cuatro
manchas negras en abanico, unidas hacia la base, que se unen con el escutelo y la parte anterior
del élitro (Figura 13b).

Ventralmente, es de color marrén oscuro casi negro, patas, antenas y piezas bucales
amarillentas (Figura 13c). Las antenas presentan 11 segmentos con una maza diferenciada
(Figura 13d), los palpos maxilares son securiformes y mandibulas bifidas (figura 13e), las ufias
tienen un diente basal cuadrangular (Figura 13f), las epipleuras son anchas y cortas (Figura
13g). Presenta seis segmentos abdominales con lineas postcoxales descendentes que se unen

con el primer segmento abdominal (Figura 13h).

Figura 13. Hyperaspis onerata. a. Vista dorsal. b. Pronoto. c. Vista ventral. d. Antena.
e. Palpos maxilares y mandibula. f. Ufias tarsales. g. Epipleura. h. Segmentos abdominales.
(Lab. Entomologia AGROCALIDAD).
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Diomus sp.

Diagnosis: Estas especies son habitualmente pequefias. Los élitros, pronoto y cabeza son
de color negro, sin pilosidades (Figura 14a). Ventralmente es de color castafio, las antenas son
pequefias con 11 segmentos antenales (Figura 14b), palpos maxilares no securiformes, el
ultimo segmento es alargado y cénico (Figura 14c), presenta epipleuras angostas y cortas
(Figura 14d), EI abdomen presenta siete segmentos abdominales visibles (Figura 14e), y las
lineas postcoxales son descendentes, generalmente unidas al borde posterior del segmento

abdominal (Figura 14f).

Figura 14. Diomus sp. a. Vista dorsal. b. Antena. c. Palpos maxilares. d. Epipleura.
e. Segmentos abdominales. f. Lineas postcoxales. (Lab. Entomologia AGROCALIDAD).
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Orden Hemiptera.
La identificacion de este espécimen se la realizd con claves taxonémicas e imagenes de (Jung
et al. (2010).

Orius sp.

Diagnosis: Son especies pequefias, miden aproximadamente de 2 a 5 mm, su cuerpo es
alargado, generalmente de color negro, la cabeza es més corta que el térax (Figura 15a), el
prosterno no presenta ranuras, las membranas de los hemiélitros presentan pocas venas (Figura
15b). Ventralmente es de color negro, los fémures son negros, tibias y tarsos de color
amarillento (Figura 15c), el aparato bucal tiene 3 segmentos (Figura 15d), las antenas tienen
cuatro segmentos y son mas largas que la cabeza, generalmente visibles dorsalmente (Figura

15e), sus patas generalmente estan adaptadas para caminar y presentan ufias tarsales apicales.

Figura 15. Orius sp. a. Vista dorsal. b. Vista ventral. c. Hemiélitros. d. Aparato bucal.
e. Antenas. (Lab. Entomologia AGROCALIDAD).
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4.1.2 Parasitoides.

En las salidas de campo se constatd la actividad de parasitoides al encontrar ninfas de D.
citri parasitadas (momificadas) (Figura 16a), y ninfas momificadas ya vacias con el orificio por
donde emergen los insectos parasitoides (Figura 16b). Tras el seguimiento de los brotes en
laboratorio se presencio la emergencia de los adultos de los parasitoides correspondientes a
Tamarixia radiata (Figura 16c) y Diaphorencyrtus sp (Figura 16d). Ademéas de estos
parasitoides, durante los Ultimos muestreos en campo se encontraron huevos de Chrysopa sp

parasitados por Telenomus sp (Figura 16e y 16f).

Figura 16. Constatacion de la presencia de parasitoides en los muestreos: a. Ninfa
momificada de Diaphorina citri. b. Ninfa momificada con orificio de emergencia del
parasitoide Diaphorencyrtus sp. ¢. Adulto de Tamarixia radiata emergiendo de la ninfa de D.
citri. d. Adulto de Diaphorencyrtus sp emergiendo de la ninfa de D. citri. e. Huevos de
Chrysopa sp., parasitados por Telenomus sp. f. Adulto de Telenomus sp. (Lab. Entomologia
AGROCALIDAD).
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Orden Himenoptera.
Diaphorencyrtus sp.

Diagnosis: Son pequefios, miden de 1 a 1,5 mm, la cabeza, el térax y parte del gaster son
de color negro, las patas, las antenas y parte del abdomen son amarillentas (Figura 17a). Esta
especie se caracteriza por presentar el pronoto entero, el mesoscutum y escutelo oscuro, las
lineas notaulares estan ausentes (Figura 17b). El triangulo ocelar obtuso (Figura 17c), el
funiculo de la antena tiene seis segmentos y la clava presenta un color marrén oscuro (Figura
17d), el ovipositor es ligeramente sobresaliente (Figura 17e). La linea calva del ala anterior no
presenta interrupciones en la superficie, la vena marginal del ala anterior es méas larga que

ancha (Figura 17f), la mesopleura no toca el segmento basal del géster (Figura 17g).

Figura 17. Diaphorencyrtus sp. a. Vista lateral. b. Pronoto, mesoscutum y esculeto.
c. Triangulo ocelar. d. Antena. e. Ovipositor. f. Alas anteriores. g. Mesopleura. (Lab.
Entomologia AGROCALIDAD).
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Tamarixia radiata (Waterston, 1922).

Diagnosis: Su cuerpo no presenta brillo metalico (Figura 18a), las antenas son
geniculadas, con una clava no tan alargada, presenta menos de 10 segmentos, siendo el primer
segmento el mé&s largo que cualquier otro segmento (Figura 18d). La superficie de las alas posee
setas pequefias (Figura 18b), las alas anteriores no tienen celdas, presentan una vena estigmal
muy evidente (Figura 18f). Las axilas de las alas se encuentran separadas. EI mesoscutum no
presenta surco en la parte media y el escutelo tiene dos lineas longitudinales paralelas (Figura

18c¢). La tibia media presenta un pequefio espolén apical (Figura 18e).

Figura 18. Tamarixia radiata a. Vista lateral. b. Alas anteriores y posteriores.
c. Mesoscutum y escutelo. d. Antena. e. Espolon de la tibia media. f. Vena estigmal. (Lab.
Entomologia AGROCALIDAD).
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4.2 Hongos entomopat6genos asociados a Diaphorina citri.

Durante los muestreos, no se encontro actividad de hongos entomopatdgenos en campo
(adultos muertos micosados); sin embargo, se realizd la captura de adultos vivos en el sector
Buenavista, donde se consigui6 la mayor poblacion de D. citri. Se realiz6 la captura y el
aislamiento de 95 adultos, de los cuales se obtuvo crecimiento de colonias de hongos (Figura
19a), de las cuales 41 adultos no presentaron desarrollo de colonia (Figura 19b), 48 adultos
desarrollaron Cladosporium sp. (Figura 19c, 20), uno desarrollé Fusarium sp. (Figura 19d, 21),
uno Aspergillus sp. (Figura 19e, 22) y cinco adultos desarrollaron Alternaria sp. (Figura 19f,

23).

Figura 19. Resultados del aislamiento de adultos de Diaphorina citri en PDA y Camara
himeda. a. Colonias de Hongos. b. Adulto sin micosamiento. c. Colonia de Cladosporium sp.
d. Colonia de Fusarium sp. e. Colonia de Aspergillus sp. f. Colonia de Alternaria sp. (Lab.
Fitopatologia AGROCALIDAD).
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Figura 20. Estructuras microscépicas del hongo Cladosporium sp. a. Clave Taxondmica. b.
Cuerpo fructifero. c. Esporas (Lab. Fitopatologia AGROCALIDAD).

Figura 21. Estructuras microscépicas del hongo Fusarium sp. a. Clave Taxonémica. b y c.
Esporas (Lab. Fitopatologia AGROCALIDAD).

Figura 22. Estructura microscépica del hongo Aspergillus sp. a. Clave Taxonomica. b.
Cuerpo fructifero y esporas. (Lab. Fitopatologia AGROCALIDAD).
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Figura 23. Estructura microscépica del hongo Alternaria sp. a. Clave Taxondmica. b y c.
Esporas (Lab. Fitopatologia AGROCALIDAD).

4.3 Incidencia en campo de los enemigos naturales.

La evaluacién de la incidencia en campo de los depredadores se dificultd realizarla
debido a que no precisamente se encontré a todos los especimenes atacando poblaciones de
ninfas, algunos se encontraron cerca de poblaciones y por medio de literatura (Kondo et al.,
2017) y estudios realizados se corrobord que son enemigos naturales de D. citri.

Para evaluar la incidencia en campo de parasitoides, sélo se calcul6 la tasa de parasitismo
para el sector Buenavista, debido a que de todos los sectores muestreados sélo en dicho sector
se encontraron adultos de parasitoides y ninfas con sintomas de parasitismo, de las cuales
posteriormente se obtuvo el adulto en laboratorio.

De las especies de parasitoides encontradas, Diaphorencyrtus sp., fue la especie méas
abundante, la cual present6 una tasa de parasitismo del 7,76 % (Tabla 2). En cuanto a la especie
Tamarixia radiata no se pudo obtener la tasa de parasitismo debido a que sélo se encontré una
ninfa parasitada en el sector Trapichillo y un adulto en el sector Buenavista.

En lo que respecta a la incidencia de los hongos entomopatogenos, el 43,16 % de los
adultos aislados no desarrollé ninguna colonia de hongo, obteniéndose una tasa de infeccion
del 56,84 %, de la cual, el 49,47 % fue por Cladosporium sp., el 1,05 % de Fusarium sp., 1,05

% de Aspergillus sp. y 5,26 % de Alternaria sp (Tabla 3).
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Tabla 2. Tasa de parasitismo y nimero de ninfas de Diaphorina citri colectadas durante el periodo de muestreo noviembre 2018 — febrero 2019.

Sector M1 M2 M3 M4 Total de Ninfas Tasa de parasitismo
09/11/2918 22/11/2018 17/12/2018 24/01/2019 ninfas parasitadas  (Diaphorencyrtus sp)

Buenavista 46 30 17 10 103 8 7,76 %
Cementerio 10 0 0 0 10 0 0
Parque 1™
de Mayo 16 7 5 0 28 0 0
Trapichillo
(entrada) 10 0 0 0 10 0 0
Guayabal 34 19 16 0 69 0 0
Trapichillo 37 21 14 0 72 0 0

Tabla 3. Tasa de infestacion de los hongos benéficos obtenidos a partir del aislamiento de adultos de Diaphorina citri.

Buenavista Cementerio P;rque 1% Trapichillo Trapichillo Guayabal Total Tasa d.e,
€ mayo (entrada) Infestacion

Sin Colonia 6 0 3 0 32 0 41 43,16 %
Cladosporium sp 35 0 8 0 4 0 47 49,47 %
Fusarium sp 1 0 0 0 0 0 1 1,05 %
Aspergillus sp 1 0 0 0 0 0 1 1,05 %
Alternaria sp 0 0 3 0 2 0 5 5,26 %
Total 43 0 14 0 38 0 95 100 %
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5 Discusién

La presente investigacion determiné la presencia de 17 especies de enemigos naturales
asociados a Diaphorina. citri, de los cuales 13 son artrépodos y cuatro son hongos
entomopatogenos. Dentro de los artropodos, 11 son depredadores, distribuidos en tres familias:
Coccinelidae, Chrysopidae y Anthocoridae, pertenecientes a los drdenes Coleoptera,
Neuroptera y Hemiptera respectivamente. Las dos especies restantes son himendpteros
parasitoides pertenecientes a dos familias, Encyrtidae y Eulophidae. Las especies encontradas
se encuentran entre las 101 especies de artropodos reportados en el mundo como enemigos
naturales de D. citri (Hernandez et al., 2014; Kondo et al., 2015b; Sanchez et al., 2015).

Diversos estudios en Colombia (Kondo, 2017) y en México (Rodriguez et al., 2012;
Cortez et al., 2010; Gonzalez et al., 2012; Lozano y Jasso, 2012) reportan las especies
encontradas como depredadores y de uso potencial para el control bioldgico de D. citri. De las
especies identificadas, la més frecuente fue Cheilomenes sexmaculata, especie reportada en
Guayaquil alimentandose de ninfas de D. citri (Chavez et al., 2017), siendo ésta considerada
como uno de los depredadores mas efectivos para el control de poblaciones de ninfas de D.
citri (Shivankar y Rao, 2010). Otras especies encontradas cerca de poblaciones de ninfas de D.
citri y que segun Shivankar y Rao (2010), Cortéz et al. (2016) y Palomares et al. (2016) poseen
una alta eficiencia en el control de D. citri, es Chrysopa sp. Su eficiencia depredadora se
constaté en el laboratorio al colocar diez pulgones y una ninfa de D. citri para su alimentacion:
se observo que, a pesar de la abundancia de pulgones, Chrysopa sp. opt6 por alimentarse de la
ninfa de D. citri.

Una caracteristica muy general de los demas artropodos encontrados es que son
generalistas, es decir, que no solo se alimentan de ninfas de D. citri, a excepcion del
ectoparasitoide Tamarixia radiata y el endoparasitoide Diaphorencyrtus aligarhensis, que se

han reportado como parasitoides primarios especificos de ninfas de D. citri (Hernandez et al.,
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2014; Kondo et al., 2015; Sanchez et al., 2015; Chavez et al., 2016; Restrepo et al., 2016; Arias
et al., 2016; Gémez et al., 2012). A pesar de que no se pudo calcular la tasa de parasitismo de
Tamarixia radiata porque solo se encontraron dos especimenes, su tasa de parasitismo puede
Ilegar a alcanzar un amplio rango (0 a 80 %) (Cortéz et al., 2010; Robles et al., 2010; Sanchez,
2010; Chavez et al., 2017; Kondo, 2017; Rodriguez et al., 2012), este amplio rango se debe a
diversos factores tales como condiciones ambientales favorables tanto para ninfas de D. citri
como para T. radiata, uso de insecticidas, presencia de organismos beneficos entre otros,
registrandose las mayores tasas de parasitismo a 26,3 °C (Gomez et al., 2012), por lo que esta
especie podria ser eficiente para controlar poblaciones de D. citri en el sector de Catamayo si
se incrementara su poblacion.

Diaphorencyrtus sp., al igual que D. aligarhensis es un endoparasito de ninfas de D. citri;
mientras la ninfa est4 parasitada, esta continda alimentandose y desarrollandose hasta que el
parasitoide alcanza el cuarto estadio, luego la ninfa muere y se convierte en momia (Rohrig et
al., 2011). La especie Diaphorencyrtus sp., se encontrd Unicamente en el sector Buenavista,
esto podria ser a que en este lugar se detecto el primer foco infeccioso de la plaga, ademas por
ser donde se presencid la mayor poblacién de ninfas de D. citri. En otros sectores no se detectd
la presencia de parasitoides, esto probablemente se dio por las aplicaciones de insecticidas que
algunos vecinos nos mencionaron, ya que, segin Miranda y Lopez, (2010) este es un factor
que provoca la disminucion considerable de la fauna benéfica (parasitoides y depredadores).
La tasa de parasitismo de Diaphorencyrtus sp. fue del 7,76 %, resultado similar (6,3 %) al
obtenido en Mexico por Cortéz et al. (2010) bajo condiciones similares. La baja tasa de
parasitismo de Diaphorencyrtus sp., es posible que se deba a la presencia de otros insectos
benéficos como es el caso de los depredadores que pueden llegar a alimentarse de ninfas ya

parasitadas antes de llegar a momificarse y al uso de insecticidas que, ademas de reducir la
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cantidad de fauna benéfica, reduce las de poblaciones de ninfas de D. citri, y en consecuencia
la reproduccion de Diaphorencyrtus sp. (Rohrig et al., 2012).

En cuanto a hongos entomopatdgenos no se encontraron ninfas ni adultos micosados en
campo, posiblemente por la falta de humedad del sector, puesto que es muy seco Yy las plantas
traspatio no disponen de riego ni de sombra alguna que le permitan mantener la humedad
Optima (81 — 92 %) para el desarrollo de hongos entomopatdgenos (Ortiz et al., 2011). Aun asi,
se constatd la presencia de hongos: a partir del aislamiento de adultos vivos de D. citri se
obtuvieron cepas de hongos de los géneros Cladosporium sp., Fusarium sp., Aspergillus sp. y
Alternaria sp. Estos géneros corresponden a varias cepas reportadas por Kondo et al. (2015),
Hall et al. (2012) y Mellin et al. (2016), quienes mencionan que estas cepas pueden ser Utiles
para la elaboracion de bioplaguicidas para el control de D. citri, a excepcion de Aspergillus sp.,
y Alternaria sp., que ain no se han reportado como enemigos naturales de D. citri, por lo que
se podrian hacer pruebas para evaluar si es posible usarlo como controlador de poblaciones de
la plaga.

Las especies encontradas por su eficiencia como controladores de D. citri y su presencia
en el canton Catamayo, podrian representar una solucion para controlar poblaciones de D. citri,
reduciendo la dependencia de insecticidas que contaminan a otros elementos bidticos
(depredadores, parasitoides, polinizadores, animales, plantas, hombre) y sistemas abi6ticos
(suelo, agua y aire), amenazando de esta manera su estabilidad (Rodriguez et al., 2014).
Ademas, por causa de los residuos que dejan los insecticidas, las personas llegan a desarrollar
enfermedades a largo plazo, tales como cancer, dafios al sistema reproductivo, al higado, al
cerebro y a otras partes del cuerpo (Conant y Fadem, 2011), llegando a provocar la muerte de
aproximadamente 200.000 personas cada afio (OMS, 2017).

Es por ello que, con la presente investigacion, se pretende dar a conocer los organismos

benéficos asociados a D. citri y su potencial como controladores biologicos, para usarlos e
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implementarlos como una alternativa de control amigable con el medio ambiente, evitando la
propagacion de la plaga hacia plantaciones de citricos y con ello la diseminacién de la

enfermedad HLB que ésta transmite.
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6 Conclusiones

Se identificaron 13 especies de insectos benéficos asociados a D. citri, de los cuales 11
son depredadores distribuidos en tres familias y tres ordenes: Coccinellidae - Coleoptera,
Anthocoridae — Hemiptera, y Chrysopidae — Neuroptera, siendo la familia Coccinellidae la més
abundante. Las dos especies restantes son parasitoides de las familias Eulophidae y Encyrtidae,
ambas del orden Himenoptera.

Dentro de los hongos entomopatdgenos se identificaron cuatro géneros: Cladosporium
sp y Fusarium sp., que han sido reportados como enemigos naturales de D. citri, Aspergillus
sp y Alternaria sp., que hasta la actualidad ain no se han reportado como enemigos naturales.

En lo que respecta a las tasas de eficiencia en campo se obtuvo un 7,76 % de parasitismo
de Diaphorencyrtus sp, un 49,47 % de infeccién de Cladosporium sp., el 1,05 % de Fusarium

sp., y 1,05 % de Aspergillus sp., y 5,26 % de Alternaria sp.
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7 Recomendaciones

Una vez concluida la presente investigacion se sugiere continuar realizando

investigaciones sobre otros aspectos sobre enemigos naturales de D. citri:

A Evaluar la tasa de depredacion en laboratorio de los depredadores que se
identificaron para luego llegar a establecer un programa de control bioldgico
haciendo uso del potencial que estos depredadores poseen.

A Investigar sobre la patogenicidad de Aspergillus sp. y Alternaria sp., sobre ninfas y
adultos de D. citri, en condiciones controladas de humedad y temperatura para poder
determinar si son especies entomopatogenos que puedan ayudar al control de
poblaciones de D. citri.

A Aungue no se haya encontrado poblaciones altas de D. citri, y aun no esté presente
en plantacién de citricos, es importante realizar monitoreos constantes para estar al
tanto de la dindmica poblacional tanto de la plaga como de los enemigos naturales,
y poder evitar su propagacion hacia plantaciones de cultivos de citricos.

Las especies identificadas como enemigos naturales, podrian utilizarse para establecer

programas de control bioldgico, aprovechando su potencial como reguladores de poblaciones

de ninfas de Diaphorina citri.
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9 Anexos.

Anexo 1. Salida de campo. a. Captura de adultos de Diaphorina citri y enemigos naturales.
b. Inspeccion de brotes.

Anexo 2. Vasos con tela de polipropileno donde se colocaron los brotes para la emergencia
de parasitoides de Diaphorina citri.
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Anexo 4. Emergencia de depredadores. a. Ninfas de depredadores. b. Adultos de
depredadores en alcohol al 70 %.

Anexo 5. Aislamiento de adultos de D. citri en medio PDA y en camara himeda para la
formacion de colonias de hongos entomopatdgenos.
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Anexo 6. Identificacion de enemigos naturales de D. citri.

Anexo 7. Socializacion de resultados con los estudiantes del Cuarto Ciclo de la Carrera de

Sector

Buenavista

Cementerio

Parque 1™ de Mayo
Entrada a Trapichillo
Trapichillo

Guayabal

Ingenieria Agronémica.

Primer Muestreo: 09/11/2018

Especie N° Especies N° de ninfas D

citri
Cheilomenes sexmaculata 1
Diaphorencyrtus sp 15

Rodolia cardinalis 1 46
Hyperaspis esmeralda 1
Orius sp 1

- - 10

- - 16

Azya orbigera 2 10

- - 34

- - 37
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Segundo Muestreo: 22/11/2018

, o . N° de Ninfas
Sector Especie N° Especies D. citri
. Diphorencyrtus sp 6
Buenavista . 30
Cheilomenes sexmaculata 1
Cementerio - - 0
Parque 1™ de Mayo Diaphorencyrtus sp 2 7
Entrada a Trapichillo Cheilomenes sexmaculata 2 0
Trapichillo - - 19

Hyperaspis onerata

Guayabal Cheilomenes sexmaculata 2l

N -

Tercer Muestreo: 17/12/2018

. o . N° de ninfas
Sector Especie N° Especies D. citri
Chrysopa sp 2
Tamarixia radiata 1
Buenavista Hyperaspis esmeralda 2 17
Diomus sp 2
Hyperaspis onerata 1
Cementerio Hippomadia convergens 1 0
Parque 1™ de Mayo Hyperaspis onerata 1 5
Entrada a Trapichillo - - 0
Trapichillo Tamarixia radiata 1 16
Chysopa sp 1
Guayabal Cheilomenes sexmaculata 1 14
Cuarto Muestreo: 24/01/2019
. . . N° de ninfas
Sector Especie N° Especies D. citri
Chrysopa sp 2
. Paraneda pallidula 1
Buenavista Pentilia sp 1 10
Orius sp 1
Cementerio - - 0
Parque 1 de Mayo Hyppomadia convergens 1 0
Cheilomenes sexmaculata 1
Entrada a Trapichillo - - 0
Trapichillo Cheilomenes sexmaculata 1 0
Guayabal - - 0

Anexo 8. Insectos controladores de poblaciones de ninfas de Diaphorina citri colectados
durante el periodo de muestreo noviembre 2018 — febrero 2019
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Discusion.

Las especies encontradas se encuentran entre las
101 especies de artropodos reportados en el mm-
do como enemigos naturales de DU e
(Hemandez et al., 2014; Kondo ef al., 2015%; San-
chez et al., 2015).

Cheilomenas mxmamlufa &
en Guayaquil alimentindose x umig'a de D r.:im

{(Chavez et al., 2017), siendo ésta considerada co-
mo uno de los
control de poblaciones de ninfas de
(Shivankar y Rao, 2010).

S?uu Shivankar v Rao (2010), Cortéz ef al
2 ﬁ}}rPalmmressfd (2016), Chrysopa sp.,
poses 1ma alta eficlencia en el control de D). cifr.

IatasadgpmsiﬁsmndgTamixiamdim[ﬂa

80 %) (Cortéz et al., 2010; Robles et al., 2010;
Sanchez, 2010; Chaveze.hi 2017, Encndu,?(ll?
Rndngue:z ﬂ.t.:i 2012), pndzmsereﬁmeutepam
mrrh‘ola:publa.mmedg[) cifri, ademss las altas
t:j_sa;{iif sitismo suceden a 26,3 °C (Gomez et

La tasa de parasitismo de Di Mgﬂm
?D?,{:esmmﬂar[ﬁ?r%}a?hhtem mh?emm
por Cortéz ef al. (2010). Segin Rohng et al

(2012), la_pmsenma de otros insectos benéficos

¥
el uso de insecticidas puede reducir 1a tasa de pa-

rasitismo.

Los géneros de hongns identificados comrespon-
den a vamas s reportadas por Kondo et al
(2015b), Hall et al. (2012) y Mellin of af. (2016),
los mismes que pueden ser utiles para la elabora-
cion de bioplagmicidas para el control de I cifrd,
a excepeion de Aspergillus sp., v Aliemamia sp.,
que @im no se han reportado como enemigos natu-
rales de D). cifri.

dores mas efectivos el
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Introduccion

Los ciincos son una frufa con un elevado contens-

do vitaminico que presentan una produccion a ni-

vel mundial de mas de 70 mullones de toneladas

(Zilch, 2016)

En Ecuador el cultive de citricos en los ultimos
afios se ha incrementado sustancialments, aportan-
do en gran parte a la economia del pais (Yepez,
2015}, cultivandose superficie de 22 mil hectareas
de las cuales se obtiene una produccion de 104 nul
toneladzs (ESPAC, 2016).

En los ultimos afios se ha centrade la atencion en
el psihido asiatico de los citricos Digphoring citri
Eurovayama (Hemiptera: Liviidze), el cual es tras-
misor de la bacteria Camdidatus Libenbacter, que
ez la camsante de la enfermedad commmmente co-
necida como “Huanglongbing™ (HLEB), considera-
da como la mas devastadora en plantaciones de
citnieos (Gottwald, 2010; Hemandes ef al , 2013).

Objetivos

Identificar insectos v honges benéficos asocia-
dos a Digphortng cirt Envwayama (Hemiptera: Livii-
dae) v evaluar su incidencia natural como micistiva
de control en plantas traspatio de (Citrus sp. ¥ Muwrrg-
ya paniculata) del canton Catamayo.

Identificar imsectos que atacan a Digphorma
ciirl Farwayams en plantas traspatio (Citrus sp. v M-
rraya paniculara) del canton Catamsyo.

Identificar hongos entomopstogencs sizlados
de los adultos de Diagrhoring ciri Enwayama en plan-
tas traspatio (Cimes sp. v Murrgya pamiculara) del
canton Catamayo.

Evaluar el porcentsje de mcidencia natural de
organismos benéficos que atacan a Digphkoring cifri en

plantas traspatio (Citrus sp. ¥ Murrgya paniculata) del
canton Catamayo.

@ UNNVERSIDAD NACHINAL DE LOJA

Metodologia

La presente mvestigacion se realizo en la zona
whana del canfon Catamayvo, que se encuenta a
38 Em noroeste de la provincia de Loja, en tomo
a los dos focos infecciosos constatados de Dis-
pherina citri.

Los muestreos se los realizo cada 10 a 15 dias por
dos meses (cuatro muestreos totales), en horas de
la pafiana en plantas jovenes traspatio (= 4 afios)
de Muto (Mwrraya paniculata) v citnecos (Citrus
spp),lussecmrﬁ Buenawista, El Cementerio,
Parque 1™ de mayo, Trapichillo y E1 Guayabal.

Se mmestrearon aproxmadamente 40 plantas tras-
patio 3 uma alhwa de 1,5 2 l?m{mtnmediude
la planta), ¥ la 1d|!u.h.ﬁ|:a|:|.nn de las especies e la
realzd en el laboratono de entomologia de
AGROCALIDAD.

Depredadore Enlmareadelﬂcma&ca.daptm-
toc:ardmaldelaplama se colectaron larvas o
adultos de insectos que estén atacando o cerca de
poblaciones de minfas de Digphering cifri.

En laboratono a las larvas sa las enio hasta obte-
ner &l adulte, para 1z identificacion con claves ta-
xonomicas de (Gonzaler (2007).

P toides Se colectd un brote Hemo de 7 a 10
m-:hlung:hai:h:adaptmhcard:ml se las lle-
v6 a laboratorio donde se las ubico en wasos cu-
biertos con tela de polipropilenc para evitar el es-
cape de los adultos del psiido o de avispitas para-
sitoldes emergmidas de las minfas (Bamrera et al,
2012,

Postennormente se idenhfico mediante claves ta-
xonomicas e imagenes de Amnas (2018), Femnan-
dez ¥ Sharkey (2006).

ACFERCLA, D LG ULACH e
CEETICH, PTG ¥ DOHORA M TRk B

fanﬁnucnumn e
NiA- il S
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Se revisaron las mismas cuatro ramas de los
cuatro puntos cardinales donde se ubicaron los
brotes tiermos, ¥ en ellas se buscaron adultes
muertos de D). cifrd, aparentements con sintomas
de infeccion por honges entomopatogenos
{Bamos, 2018).

En el laboratorio de Fitopatologia de AGRO-
CAILIDAD se desinfectd con cloro al 1%, ¥ se
colocaron en medio PDA v camara hiomeda. Al
cabo de 8 dias a 26 °C, se exirae parte del mice-
Im en porta Db]EtCIB paa la 1dentificacion me-

Porcentaje Ninfay Parasitedes Laa
= .
e pRrasitismo Total de Minfas muestreades

Efiviencia da Adwltos muerios por hengos
howpos entemoputigenos  * Taal de Adulios muesivendos

Resultads
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Anexo 9. Triptico para la socializacion de resultados.
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