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Resumen y Abstract IX

Resumen

El psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri (Kuwayama) (Hemiptera: Liviidae) es
una plaga distribuida ampliamente en Colombia y es el vector de la bacteria Candidatus
Liberibacter spp., agente causante del Huanglongbing (HLB); La enfermedad esta
presente en Colombia, reportada por el ICA en el 2015, en los municipios de Distraccion
y Fonseca (Guajira). El uso de enemigos naturales como hongos entomopatdégenos, es
una alternativa viable para la disminucién de las poblaciones de esta plaga. El objetivo
de la investigacién consisti6 en identificar hongos entomopatégenos de D. citri, en
cultivos de citricos y plantas de Murraya paniculata (L.) Jacq, en los departamentos de
Quindio y Valle del Cauca. Se colectaron insectos micosados, se aislaron, purificaron e
identificaron molecularmente los hongos mediante el andlisis de la region ITS del ADNr.
El trabajo se realizé en el Laboratorio de Diagnéstico fitosanitario de ICA Palmira. Se
aislaron ocho cepas de hongos entomopatégenos, correspondientes a las especies
Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana. En las pruebas de patogenicidad en
condiciones de laboratorio se obtuvo una mortalidad en ninfa y adultos de D. citri del 80
y 56%, respectivamente y una mortalidad de adultos de D. citri sobre plantulas de M.
paniculata de 15%. Los hongos aislados representan un gran potencial como nueva

alternativa de manejo del insecto.

Palabras clave: Huanglongbing, psilido, Candidatus Liberibacter spp., Beauveria

bassiana, Metarhizium anisopliae, ITS, ADNr, hongo entomopatdgeno.
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Abstract

The Asian citrus psyllid Diaphorina citri (Kuwayama) (Hemiptera: Liviidae) is a pest that is
widely distributed in Colombia and is the vector of transmission of the bacterium
Candidatus Liberibacter spp, which causes Huanglongbing (HLB), The disease present in
Colombia, reported by the ICA in 2015, in the municipalities of Distraccion and Fonseca
(Guajira). The use of natural enemies such as entomopathogenic fungi is a viable
alternative for the reduction of pest population. The aim of the research was to identify
entomopathogenic fungi D. citri, in the departments of Quindio and Valle del Cauca.
Fungi infested insects were collected and isolated, purified and identified molecularly
fungi by analyzing the ITS region ADNr. The work was performed at the Laboratory of
Plant Health Diagnostic Palmira ICA. Eight strains of entomopathogenic, corresponding to
the genera Metarhizium and Beauveria fungi were isolated. Pathogenicity in nymphs and
adults, in laboratory conditions with average mortality of 80 and 56% respectively and
adult mortality in mirto seedling with an average of 15% was evaluated. Fungal isolotes

represent great potential as new insect management alternative.

Keywords: Huanglongbing, psyllid, Candidatus Liberibacter spp., Beauveria bassiana,

Metarhizium anisopliae, ITS, ADNr, entomopathogenic fungi
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Introduccioén

La produccion de citricos de los departamentos del Valle del Cauca, Antioquia, Quindio,
Risaralda y Caldas, representan el 72% de la produccion nacional. El area sembrada es
aproximada de 38.000 ha, con un rendimiento promedio de 17,0 toneladas/ha (SEA,
2013). Entre las especies de Rutaceas mas cultivadas y que ocupan la mayor superficie
de produccién se encuentra la mandarina Citrus reticulata Blanco, la naranja Citrus
sinensis (L.) Osbeck y el limén Citrus limon (L.) (SEA, 2013).

Actualmente la citricultura colombiana se encuentra en emergencia fitosanitaria
(Resolucion ICA 2390 de 2015) por la presencia de adultos de Diaphorina citri
Kuwuayama, infectados con la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus, en los
municipios de Distraccion y Fonseca (Guajira) y se declar6 la cuarentena fitosanitaria al
departamento de la Guajira, por la presencia de la bacteria Candidatus Liberibacter
asiaticus en tejido vegetal (Resolucion ICA, 4713 de 2016), causante de Huanglongbing
(HLB). Es una enfermedad devastadora que ocasiona dafio en los brotes al deformar las
hojas, asi como enanismo y disminucion en la calidad de la fruta, disminucién de la

produccion, hasta la eliminacion total de los cultivos (Capoor; Rao; Viswanath, 1974).

En Colombia, su vector, el psilido asiatico de los citricos D. citri, se registré por primera
vez en el afio 2007 asociado a un huerto de lima tahiti, (Citrus latifolia Tanaka), en la
vereda Agua Blanca en el Espinal (Tolima) (King et al., 2008). Se encuentra distribuido
en casi todas las zonas citricolas del pais (ICA, 2014). Este insecto esta muy asociado a
plantas de la familia Rutaceae, de los géneros Citrus y Murraya y las especies Swinglea
glutinosa Murray, Limonia acidissima L. y Citropsis schweinfurthii Swingley Kellerm
(Halbert; Manjunath, 2004).

La longevidad del adulto de Daphorina citri oscila entre tres a cuatro meses
aproximadamente. Las hembras tienen un periodo de oviposicion de 12 dias, donde

pueden ovipositar hasta 800 huevos, los cuales eclosionan a los 3 dias. El ciclo completo
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oscila entre 15 y 47 dias, dependiendo de factores como la temperatura y la humedad,
pueden existir hasta 11 generaciones por afio (Yang et al., 2006). El rango éptimo de
desarrollo para D. citri esta entre 25 a 28 °C. Temperaturas menores a 17°C y mayores
a 31°C, afectan el ciclo de vida (Ortiz Reyes et al., 2014).

Las ninfas y los adultos son herbivoros y cuando las poblaciones son altas,
especialmente las ninfas, causan dafio directo al extraer grandes cantidades de sabia del
floema de los brotes, o por los excrementos, que contribuyen a la reduccién del area
fotosintética y al favorecimiento de condiciones a otros agentes nocivos como los hongos
gue se desarrollan en el follaje. El dafio indirecto se debe a que es uno de los principales
vectores junto con Trioza erytreae (Hemiptera: Triozidae) de la enfermedad
“Huanglongbing” (HLB), cuyo agente causal es una bacteria que habita en el floema. Las

plantas infectadas no llegan a vivir mas de cinco a ocho afios (Ebratt-Ravelo, 2009).

Colombia presenta varios limitantes para el control de D. citri, especialmente por no
contar con estrategias basadas en el concepto de manejo integrado de plagas, poca
asistencia técnica calificada y manejo tradicional de los cultivos (Rodriguez, 2012). En los
sistemas de control actuales, es frecuente el uso de insecticidas quimicos como
imidacloprid, clorpirifox, metamidofos, dimetoato, lo cual genera desafortunadamente la
eliminacion de enemigos naturales, desorientacion y disminucién de colonias de
polinizadores y contaminacién del medio ambiente (Leal, 2009). El uso de hongos
entomopatégenos para el control de D. citri es una alternativa viable dentro de los

programas de manejo integrado de este insecto.

Teniendo en cuenta la importancia de D. citri y el riesgo potencial de dispersion del
Huanglongbing a los démas departamentos citricolas de Colombia, el presente trabajo
planteé la busqueda de hongos controladores que afecten de forma natural a los psilidos
presentes en los cultivos de citricos del Valle del Cauca y Quindio, mediante el
aislamiento e identificacibn de hongos entomopatégenos provenientes de adultos
muertos de D. citri infectados en campo. Se realiz6 la identificacion de ocho aislamientos
gue correspondieron a dos especies de hongos entomopatégenos. La identificacion
molecular de los aislamientos se hizo con la secuenciacion de la region ITS, que es

ahora tal vez la regién del ADN ribosomal mas ampliamente estudiada debido a su mayor
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grado de variacion que en otras regiones génicas de ADN recombinante (SSU y LSU)
(Baldwin et al., 1995). Se identificaron los hongos entomopatdgenos Beauveria bassiana
(Balsamo) y Metharizium anisopliae (Metschnikoff). La patogenicidad de los hongos
aislados se evalué tanto en ninfas como en adultos del psilido en condiciones de
laboratorio y sobre plantas de M. paniculata. El presente trabajo se llevdé a cabo en el

Laboratorio de Diagnostico Fitosanitario del ICA Palmira.

Se espera que los resultados obtenidos en esta investigacion sirvan como elementos que
contribuiyan en el manejo de D. citri, presente en los sistemas productivos citricolas y
como otra de las alternativas que se pueda articular dentro del manejo integrado de
plagas, en condiciones de campo.






1.0bjetivos y Marco Teérico

1.1 Objetivo General

Identificar hongos entomopatégenos para el control del psilido asiatico de los citricos

Diaphorina citri, en las zonas citricolas del Valle del Cauca y Quindio, Colombia.

1.1.1 Objetivos especificos

= |dentificar las especies de hongos entomopatdégenos aislados de adultos de
Diaphorina citri de los departamentos del Valle del Cauca y Quindio.
= Caracterizar la patogenicidad de los hongos entomopatdégenos aislados contra

Diaphorina citri.

1.2 Marco Teorico

Una especie invasora como D. citri, es aquella especie exética que ha sido introducida
accidental o intencionalmente en nuevas areas geograficas y que tiene la capacidad de
colonizar, invadir y persistir; su introduccién y dispersibn amenazan la diversidad
biol6gica, causando dafios al ambiente y a la economia (Sakai et al., 2001). Las especies
invasoras introducidas subitamente pueden encontrarse en una condiciébn de gran
ventaja frente a las especies nativas. Es decir, los mecanismos de defensa de las
especies nativas son limitados o estan del todo ausentes para enfrentar a las especies
introducidas (Serra; Andreas, 2006).

El psilido asiatico de los citricos Diaphorina citri, es originario de Taiwan (Halbert;
Manjunath, 2004) y se reporté en Colombia por primera vez en el afio 2007 (King et al.,

2008). Actualmente, constituye una amenaza potencial para la citricultura mundial
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(Halbert; Manjunath, 2004), se relaciona con su capacidad para transmitir las
bacterias Candidatus Liberibacter var. asiaticus, africanusy americanus, agentes
causales de la enfermedad llamada "Huanglongbing" (HLB) (Garnier et al., 2000; Halbert;
Manjunath, 2004).

El manejo tradicional de D. citri en la mayoria de los paises, donde esta presente el
insecto, consiste en la aplicacién continua de plaguicidas de amplio espectro, sin criterios
técnicos en la mayoria de las veces. Este método es muy eficiente y simple de aplicar por
los agricultores. Sin embargo, la utilizacion exagerada de los insecticidas puede alterar el
equilibrio a las poblaciones de los insectos benéficos y generar resistencia a los

insectos plaga (Hernandez-Fuentes et al., 2012).

Por lo anterior, el control biolégico se considera como otra de las alternativa para el
manejo de D. citri y relega sucesivamente el control quimico a un papel como ‘ultimo
muro de contencion’, cuando las otras medidas por si solas o en combinacién no son lo

suficientemente efectivas (Serra; Andreas, 2006).

El control biolégico, es un método considerado como promisorio para el control de
insectos vectores como D. citri. Existe una gran diversidad de enemigos naturales que
se alimentan de D. citri, tales como aracnidos, crisépidos, sirfidos y coccinélidos,
destacandose este Ultimo grupo entre los depredadores mas eficaces (Lozano Contreras;
Jasso Argumedo, 2013). Por otra parte, los parasitoides ejercen una funcién primordial
en la regulacion de las poblaciones del psilido, sefialando las especies asiaticas como
Tamarixia radiata, Wasterston (Hymenoptera: Eulophidae) y  Diaphorencyrtus
aligarhensis (Hymenoptera: Encyrtidae) entre las mas efectivas (Halbert; Manjunath,
2004).

El control biolégico cléasico de D. citri es una importante herramienta para la regulacion
del psilido asiatico de los citricos y manejo de la enfermedad Huanglongbing. El
parasitoide T. radiata es uno de los enemigos naturales de D. citri mas estudiado, desde
el punto de vista del control bioldgico clasico. Se caracteriza por desarrollarse como un
ectoparasitoide idiobionte de ninfas, que parasita el tercero, cuarto, y quinto estadio ninfal

(Graham, 1991). Este parasitoide ha sido introducido en muchas regiones para el control
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biolégico de D. citri, como Estados Unidos, Cuba, Brasil e incluyendo algunos paises

asiaticos (Ferreira et al., 2013).

En Colombia se report6 el parasitoide T. radiata en las zonas de Cundinamarca, Norte de
Santander (Ebratt-Ravelo et al., 2011) y Valle del Cauca (Kondo et al., 2012).
Actualmente CORPOICA viene adelantado programas enfocados en el desarrollo de
protocolos para produccién de T. radiata en las condiciones de Colombia.

El control biol6gico con el uso y/o aplicacion de hongos entomopatégenos es otra de las
alternativas utilizadas para el control de D. citri. A pesar de conocerse la existencia de
hongos entomopatdgenos que de forma especifica atacan a insectos de varias especies,
su aplicacién practica es aun reciente, se caracterizan por su selectividad, colonizacion,
establecimiento y baja residualidad, que los hacen a estos microorganismos exitosos en
el control de D. citri (Serra; Andreas, 2006).

La presente investigacion hizo énfasis en el aislamiento, seleccion, identificacion
molecular y caracterizacion de la patogenicidad de los aislados de hongos
entomopatdgenos asociadas al psilido en los departamentos del Valle del Cauca y
Quindio. Se considera entonces, como un inicio en investigaciones sobre el tema en
particular y abre la puerta para generar espacios de indagacién sobre tematicas
relacionadas con la seleccion y comparaciéon de la efectividad de las cepas de hongos
entomopatdgenos en regiones citricolas, uso de hongos entomopatégenos dentro del

control biolégico de D. citri.

El éxito en el manejo de plagas mediante el uso de hongos entomopatégenos depende
en cierta medida de la identificacion de las especies con exactitud. La identificacion de
entomopatégenos se realiza usualmente por morfologia y caracteristicas culturales, por
lo que ha sido necesario el empleo de otros métodos rapidos, confiables y sensibles
(identificacion molecular), que con sus aplicaciones especificas y ventajas, permitan la
diferenciacién de entomopatdgenos y puedan ser utiles en la implementacién de medidas

apropiadas de control biol6gico (Bull; Ward; Goodfellow, 2000).
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Para la identificacion molecular de hongos entomopatégenos se utilizd el andlisis de la
region ITS del ADNr, mediante la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) como la herramienta molecular mas empleada para la
caracterizacion e identificacion de hongos entomopatégenos (Valadez-Moctezuma; Kahl,
2005). Este método de identificacion de hongos es rapido, confiable y sensible, lo que
permite la diferenciacion de hongos entomopatdgenos y su correcta implementacion en

programas de control bioldgico (Ayra et al., 2001).

1.2.1 Clasificacion Taxonomica de Diaphorina citri

Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Hemiptera

Sub orden: Sternorrhyncha

Super familia: Psylloidea

Familia: Liviidae

Género: Diaphorina

Especie: Diaphorina citri Kuwayama

Sinonimia: Euphalerus citri Kuwayama (Ortiz Reyes et al., 2014).

1.2.2 Biologia de Diaphorina citri

Los huevos de D. citri son ovipositados por la hembra verticalmente en los apices de los
cogollos o en los primordios (Ortiz Reyes et al., 2014) y la oviposicion esta condicionada
a la presencia de brotes. La fecundidad de las hembras depende del hospedero y la
temperatura (Fernandez; Miranda, 2005); por ejemplo en Colombia la fecundidad de las
hembras fue de 23, 694 y 240 huevos por hembra a 17, 27 y 31°C, respectivamente
(Ortiz Reyes et al., 2014). La duracién de la incubacién varia de 9,7 a 3,5 diasa 15y
28°C, respectivamente (Darderes, 2009). Las ninfas recién eclosionadas se alimentan de
tejidos tiernos y presentan poca movilidad en los primeros estados de desarrollo (Yang,
1984). Estas se establecen sobre los brotes y los peciolos formando colonias con un
namero variable de individuos. Las ninfas excretan filamentos cerosos de color blanco a

manera de hilos que salen del extremo abdominal (Halberth; Manjunath, 2004). Es
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posible que se establezcan asociaciones con hormigas atraidas por estas secreciones

como fuente de alimento (Ortiz Reyes et al., 2014).

Los adultos tienen poca capacidad para sostener vuelos muy largos, pero pueden ser
trasportados a grandes distancias por corrientes de aire (Darderes, 2009). La duracion
del ciclo de desarrollo de D. citri para Colombia vario de 14 a 30 dias, a temperaturas
entre 31y 17°C; respectivamente, con humedad relativa 60 - 70% y fotoperiodo 14L: 10D
(horas luz: oscuridad) (Ortiz Reyes et al., 2014). El rango 6ptimo de desarrollo para D.
citri se encuentra entre 25 y 28°C. Por el contrario, en temperaturas inferiores a 10°C el
ciclo de vida de D. citri se afecta en su desarrollo, supervivencia, longevidad y
reproduccion, por ser temperatura critica inferior (Atwal; Chaudhary; Ramzan, 1970; Ortiz
Reyes et al., 2014).

En Colombia actualmente D. citri se encuentra en la mayoria de los departamentos
productores de citricos, entre ellos: Antioquia, Atlantico, Bolivar, Boyaca, Caldas,
Caqueta, Casanare, César, Cdordoba, Cundinamarca, Huila, La Guajira, Magdalena,
Meta, Narifio, Norte de Santander, Quindio, Risaralda, Santander, Sucre, Tolima y Valle
del Cauca (ICA, 2014).

1.2.3 Caracteristicas Morfoldgicas de Diaphorina citri

Huevo presentan una forma ovoide con una prolongacién alargada hacia una de las
puntas. Miden aproximadamente 0,30 mm de longitud y 0,14 mm de ancho. Recién
ovipositados son de color amarillo claro, tornandose anaranjados préximos a eclosionar.
Son ovipositados verticalmente en los apices de los cogollos o en los primordios (Ortiz
Reyes et al.,, 2014). Una hembra puede llegar a ovipositar mas de 800 huevecillos.

Tienen un periodo de incubacion de 2 a 3 dias a 27°C (Ortiz Reyes et al., 2014).

Figura 1-1: Huevos del psilido asiatico de los citricos D. citri Kuwayama
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Fuente: (Mead, 2011). Foto: (Douglas L. Caldwell, Universidad de la Florida).

Ninfa son aplanadas dorso ventralmente, cuerpo de forma oval, cabeza y térax
fusionados, ojos compuestos de color rojo. Se caracterizan por presentar un color
anaranjado-amarillo. Presenta setas a lo largo del abdomen, el numero de filamentos
varia de acuerdo al instar en el que se encuentre. Los promordios alares son conspicuos,
especialmente en el quinto instar. Las ninfas se alimentan de tejidos tiernos y presentan
poca movilidad en los primeros estados de desarrollo, el tamafio varia de acuerdo al

instar y a la temperatura en la que se desarrollen (Yang, 1984).

Figura 1-2: Estados ninfales del psilido asiatico de los citricos D. citri.
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Nota: 1. De izquierda a derecha Instar |, instar Il, instar Ill, instar IV e instar V (David Hall, USDA).
2. Ninfa V instar de D. citri. A. cuerpo ovalado, se observan los primordios alares bien
desarrollados, vista frontal. B. vista lateral. Cuerpo aplanado dorso ventralmente. Color
generalmente amarillo a marrén. La longitud del cuerpo: 1,45-1,58 mm (Fuente: Ortiz Reyes et al.,
2014).

Adulto. Generalmente de color marrén. Cabeza ligeramente mas estrecha que el torax,
la posicibn de los adultos durante el reposo es una caracteristica, con la cabeza
practicamente pegada al sustrato y la punta del abdomen hacia arriba en un angulo de
30° aproximadamente.

Antenas con los dos segmentos basales color marrén, segmentos 3ro a 8vo amarillentos
con apices de los segmentos 4to, 6to, 8vo y Ultimos dos segmentos negros, la longitud de
la antena es de 0,48 mm (Figura 1-3). Ojos marrén oscuro. Pronoto con apariencia de
caucho, redondeado y débilmente sinuoso anteriormente con dos féveas impresas sobre
cada lado (Vargas, 2013).

El macho es levemente més pequefio que las hembras, la longitud del cuerpo del macho
oscila entre 1,53-1,66 mm; mientras que la hembra oscila entre 1,90-2,06 mm. El
segmento basal del edeago del macho es curvo, con el 4pice del segmento apical

dirigido dorsalmente. La hembra presenta una terminalia alargada y también hay
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presencia de setas (Figura 1-4) (Vargas, 2013). Los adultos tienen poca capacidad para
mantener vuelos muy largos cuando son perturbados saltan rapidamente (Darderes,
2009).

Figura 1-3: Habitus lateral del macho adulto de D. citri.

Nota: El recuadro muestra el detalle de coloracion de la antena. Fuente:(ICA). Foto: (Vargas,
2013).

Figura 1-4: Estructura genital de D. citri.
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Nota: a. vista lateral externa de la hembra, b. vista lateral externa del macho, c. vista lateral
microscopica del macho con detalle de estructuras internas. Fuente: (ICA). Foto: (Vargas, 2013).

Figura 1-5: Adulto del psilido asiatico de los citricos D. citri Kuwayama.

Nota: 1. A la izquierda habito en vista lateral de la hembra. 2. A la derecha habito en vista lateral
del macho (Ramos. 10x).
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1.2.4 Distribucion mundial de Diaphorina citri

El psilido D. citri se ha distribuido ampliamente por la cuenca del Caribe y es el vector de
las especies Candidatus Liberibacter asiaticus (forma asiatica) y Candidatus Liberibacter
americanus (forma americana), causantes de HLB. Su distribucion mundial es la

siguiente:

En Asia: Andhra Pradesh, Arabia Saudita, Archipiélago Ryukyu, Arunachal Pradesh,
Afghanistan, Assam, Bangladesh, Bihar, Burma, Camboya China, Delhi, Filipinas, Fujian,
Guangdong, Guangxi, Gujarat, Haryana, Henan, Himachal Pradesh, Hong Kong, India,
Indonesia, Iran, Jammu, Kashmir, Japon, Java, Karnataka, Kerala, Lakshadweep, Laos,
Macao, Madhya Pradesh, Maharashtra, Malasia, Maldives, Maluku, Manipur, Meghalaya,
Myanmar, Nepal, Nusa Tenggara, Pakistan, Punjab, Rajasthan, Sabah, Sikkim, Singapur,
Sri Lanka, Sumatra, Taiwan, Tamil Nadu, Tailandia, Tripura, Uttar Pradesh, Vietnam,

WestBengal, Yemen y Zhejiang (Darderes, 2009).
En Africa: Isla Mauricio e Isla Reunion

En América (incluye norte, centro y sur): Argentina, Bahamas, Belize, Bolivia, Brasil,
Costa Rica, Cuba, El Salvador, Guadalupe, Guatemala, Hawaii, Honduras, Islas Caiman,
Jamaica, México, Paraguay, Puerto Rico, Republica Dominicana, Uruguay, USA (Texas,
Louisiana, Florida), Venezuela y Colombia (Darderes, 2009).

En Colombia: El ICA viene realizando muestreos de D. citri, desde marzo de 2012,
hasta la fecha se han inspecionado 11.042 sitios en 434 municipios localizados en 26
departamentos; se detect6é la plaga en 3951 sitios equivalente al 35 % del total
muestreado. El rastreo fue intensivo y se realizé en los departamentos de Antioquia,
Arauca, Atlantico, Bolivar, Boyaca, Caldas, Caqueta, Casanare, Cauca, Cesar, Cordoba,
Cundinamarca, Huila, La Guajira, Magdalena, Meta, Narifio, Norte de Santander,
Quindio, Risaralda, San Andres y Providencia, Santander, Sucre, Tolima, Valle del Cauca
y Vichada (Figura 1.6). La distribucion actual de D. citri en el pais se puede caracterizar

como presente en toda el area sembrada con cultivos de citricos (ICA, 2014).
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Las muestras de los adultos de D. citri y tejido vegetal colectadas por el Instituto
Colombiano Agropecuario, fueron enviadas al Laboratorio de Diagnéstico Fitosanitario y
Molecular del ICA Tibaitata para la identificacion de la bacteria Candidatus Liberibacter
spp., mediante la técnica de Reacciébn en Cadena de la Polimerasa en tiempo real
(gPCR). Como resultado de estos analisis, se detectd la bacteria Candidatus Liberibacter
asiatucus en insectos y tejido vegetal en los municipios de Distracion y Fonseca (Guajira)
(ICA, 2016).

Figura 1-6: Distribucion geografia del psilido asiatico del D. citri en Colombia.
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1.2.5 Plantas hospederas de Diaphorina citri

Las plantas hospedantes de D. citri son exclusivamente de la familia Rutaceae, con mas
de 50 especies de plantas, entre ellas: Atalantia missionis, Citrus spp., Citrus aurantifolia,
Citrus aurantium, Citrus limon, Citrus medica, Citrus reticulata, Citrus sinensis, Clausena
anisum-olens, Fortunella spp., Murraya paniculata, Murraya exotica, Poncirus trifoliata,
Swinglea glutinosa (Aubert, 1987; Halbert; Manjunath, 2004).

El Mirto o Flor de azahar (M. paniculata), es considerado el hospedero ideal de D. citri,
por su capacidad de producir mas rapidamente un mayor nuamero de brotes
proporcionando un mayor lapso de tiempo en reproduccién comparado con especies de
citricos cultivadas; M. paniculata es entonces la planta preferida por D. citri para
alimentarse, ovipositar y desarrollarse en estado ninfal (Tsai; Liu, 2000).

1.2.6 Importancia economica de Diaphorina citri

El psilido asiatico de los citricos es una plaga importante a nivel mundial, debido a que es
el vector de la enfermedad conocida como HLB, trasmitida por la bacteria Candidatus
Liberibacter asiaticus. Actualmente la enfermedad es un problema grave en muchos
paises de Asia, Africa, en la peninsula Arabica, Brasil y Estados Unidos (Brlansky;
Rogers, 2007; Jagoueix; Bove; Garnier, 1994).

Huanglongbing es considerada la enfermedad mas devastadora para los citricos a nivel
mundial (Halbert; Manjunath, 2004; Bové, 2006; Miranda et al., 2008). Los arboles
infectados por HLB en poco tiempo se vuelven decadentes e improductivos y finalmente
mueren. En la actualidad, no se conoce tratamiento para esta enfermedad (Gottwald; Da
Graca; Bassanezi, 2007). Se ha reportado que el HLB causo la muerte de més de 63
millones de arboles, principalmente en Asia, Sudafrica y Brasil (Halbert; Manjunath, 2004;
Bové, 2006).

Se reportan pérdidas anuales ocasionadas por el HLB en Sudéfrica del 30 al 100% de la
produccion, donde afecta todas las especies, sin importar el tipo de patrén (portainjerto).
La produccion de citricos en Filipinas disminuy6 de 11.700 a 100 toneladas entre 1960 y

1970 cuando siete millones de plantas se vieron afectadas durante esa década y por ello
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la superficie citricola se redujo en mas de 60%. En la provincia de Guandong, China,
durante el periodo comprendido entre 1977 y 1981, fueron erradicadas 960 mil plantas de
mandarinas y limones por causa del HLB, lo que disminuyd la produccién de la region de
450 000 a 5.000 toneladas (Bové, 2006).

En Estados Unidos, Huanglongbing ha ocasionado pérdidas econdmicas significativas
para la industria citricola, puesto que disminuy6 cerca del 25% la produccién de citricos
entre los afios 2005 y 2011. En el estado de la Florida la presencia del HLB incrementé
en un 50% los costos de produccion y ocasion6 disminucion de la produccion en un 25%
(Lebdn, 2015). En Indonesia y Arabia Saudita las plantaciones fueron abandonadas o
desaparecieron por completo. En Brasil se erradicaron tres millones de arboles de
naranja en el afio 2004 a consecuencia de HLB (Bové, 2006).

1.2.7 Control quimico de Diaphorina citri

El control quimico de D. citri es la principal estrategia empleada por los agricultores para
disminuir las poblaciones del insecto y reducir la incidencia de la enfermedad en los
cultivos (Tiwari et al.,, 2011). Dentro de los grupos quimicos de insecticidas utilizados

para el control del psilido tenemos los organofosforados, piretroides y neonicotinoides.

Los neonicotinoides son el grupo mas ampliamente utilizado en la citricultura, entre ellos
el Imidacloprid, su aplicacién inicia desde la etapa de viveros y continua en todas las
fases de crecimiento de la planta (Yamamoto, 2008). Mas alla de un efecto letal del
imidacloprid se reportan efectos sobre la fecundidad, fertilidad, longevidad del psilido, asi
como la capacidad de alimentacién del insecto (Boina et al., 2009). Sin embargo, debido
al uso inadecuado de esta molécula se han reportado ciertos grados de resistencia por
parte de D. citri lo que obliga a la basqueda de estrategias de manejo diferentes
(Maschio, 2011).

El imidacloprid se ha visto comprometido en eventos por envenenamiento directo o
cambios en los niveles de la poblacion y distribucion de insectos como las abejas
productoras de miel (Apis mellifera) en Europa, que se alimentaban de girasoles tratados

con el neonicotinoide imidacloprid al sembrar las semillas. EI mismo fundamento y los
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continuos problemas con la mortalidad de las abejas y la produccién de miel dieron como
resultado la suspensién del mismo tratamiento en los cultivos de maiz, en el 2004.
También se prohibié un tratamiento alternativo para las semillas (fipronil) de girasol al
descubrir residuos de este producto en plantaciones de girasoles en floracion (Devine et
al., 2008).

Recientemente algunos estudios estan evaluando el potencial de nuevos insecticidas
como pymetrozyne y reguladores de crecimiento (IRCs) para el control de D. citri.
Pymetrozine es un insecticida selectivo que se liga a los receptores neuronales
promoviendo la liberacién de serotonina en los espacios sinaptico y una vez activados
estos receptores promueven una inhibicion nerviosa del aparato succionador del insecto.
Pymetrozine es efectivo contra &fidos (Bedford et al., 1998) y mosca blanca (Polston;
Sherwood, 2003).

Entre los IRCs, se destacan pyriproxyfen buprofezin y diflubenzuron. Piriproxyfen es un
agonista de la hormona juvenil afectando todas las fases de desarrollo del insecto (Liu,
2003). Piriproxyfen afecta la fecundidad e inhibe la eclosion de ninfas, causa alta
mortalidad de ninfas de D. citri en los primeros instares, siendo ninfas del V instar que
alcanzando su fase adulta no consiguieron desprender su exlvia o presentaban

deformaciones corporales (Boina et al., 2009; Tiwari et al., 2013).

Los insecticidas de contacto utilizados para el control de D. citri como dimetoato y
malathion tienen un buen efecto para disminuir la densidad de poblacién del insecto, con
un el control de mas del 80% y una residualidad media de 30 dias (Yamamoto; Miranda,
2009).

El control quimico de D. citri es una de las estrategias mas eficientes en la disminucion
de las poblaciones del psilido asiético; sin embargo, las aplicaciones de los insecticidas
como Abamectin e Imidacloprid tienen efectos negativos sobre las poblaciones de
Tamarixia radiata (Cocco; Hoy, 2008). Los mismos autores reportan que aspersiones de
estos dos productos en la dosis mas baja recomendada en la etiqueta, causaron una
mortalidad de adultos de T. radiata superiores al 90% cuando el producto cayo

directamente sobre el parasitoide.
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1.2.8 Control biolégico por parasitoides y depredadores

Presencia de Parasitoides La avispa Tamarixia radiata, Wasterston (Hymenoptera:
Eulophidae) es el parasitoide mas eficiente en el control de ninfas de D. citri.

T. radiata tiene un gran potencial para el control de D. citri ya sea por parasitoidismo o
por depredacion de las ninfas mas jévenes (Chien, 1995; Skelley; Hoy, 2004) y por qué

ademas posee una alta capacidad reproductiva (Hoy; Nguyen; Jeyaprakash, 2004).

La longevidad de T. radiata oscila entre 18 y 26 dias, la fecundidad especifica
(huevos/hembra/dia) es mayor los primeros 9 dias de ovoposicion y el tiempo de
fecundidad para las hembras es de 0,94 dias. Las hembras de T. radiata presentan una
tasa de crecimiento reproductivo (GRR) de 337,77 huevos/dia y una tasa de ovoposicion
diaria de 11,26 huevos/hembra/dia. Los valores como la tasa intrinseca de incremento
(rm) y la tasa finita de crecimiento () son de 0,31 y 1,02, respectivamente, los datos se
obtuvieron bajo condiciones de 14 horas luz, 70%+10% humedad relativa y temperatura
constante de 28°C+1°C (Bafios; Miranda; Martinez, 2013).

La especie T. radiata posee la habilidad de adaptarse a diferentes condiciones
ambientales por lo que su utilizacion en programas de control biolégico de D. citri ha sido
exitosa en algunas partes del mundo (Aubert; Bové; Etienne, 1980; Chien; Chiu; Ku,
1989; Etienne et al., 2001). Un ejemplo de su efectividad, es lo sucedido en Cuba, donde
la T. radiata no se introdujo intencionalmente, pero logré reducir las poblaciones de D.
citri de forma natural (Gonzalez et al., 2005); en México, se observd que el 30% de las
ninfas del psilido fueron parasitadas por T. radiata, en los meses de junio y julio de 2010

(Sanchez; Zamora; Arredondo, 2010).

En la Florida, para el control de D. citri se importaron dos parasitoides T. radiata y
Diaphorencyrtus aligarhensis (Hymenoptera: Encyrtidae) procedentes desde Taiwan y
Vietham en el afio 1998 (Hoy; Nguyen; Jeyaprakash, 2004), con los cuales se
implementd un programa de manejo integrado en varios estados de los Estados Unidos.
En la actualidad T. radiata se ha establecido en la mayoria de las regiones citricolas de la
Florida, mientras que D. aligarhensis no parece haberse establecido. Los resultados
fueron favorables ya que el parasitismo de D. citri llego hasta el 56% (Qureshi et al.,
2009).
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Ebratt-Ravelo et al., (2011) registraron a T. radiata por primera vez en Colombia como
parasitoide de D. citri, basado en la presencia de ninfas de V instar parasitadas,
colectadas en Cundinamarca y Norte de Santander; Kondo et al., (2012) también
reportaron la presencia de T. radiata parasitando a D. citri en los municipios de Palmira,
Sevilla y Zarzal, en el departamento del Valle del Cauca, Colombia.

Presencia de depredadores La densidad de enemigos naturales de D. citri en otros
paises de América, es baja, posiblemente porgue D. citri es un insecto recientemente
introducido. Sin embargo, se reportan como especies depredadoras de D. citri, insectos
de la familia Coccinellidae como: Chilorus sp., Hippodamia sp., Chilocorus cacti, Olla v-
nigrum y la especie Chrysoperla sp. (Neuroptera: Chrysopidae), alimentandose de

huevos y ninfas (Cabrera et al., 2002; Gonzalez et al., 2005).

1.2.9 Control biolégico con hongos entomopatégenos

El control biolégico con hongos entomopatdgenos, es otra alternativa con que se cuenta
para combatir el psilido asiatico de los citricos con buenos resultados, se destacan los
hongos: Hirsutella citriformis (Speare), Isaria fumosorosea (Wize), Beauveria bassiana
(Bals-Criv) Vuill y Metarhizium brunneum (Petch) (Sandoval-Rincén et al., 2010; Samson,
1974; Subandiyah et al., 2000; Xie; Su; Lin, 1988; Yang et al., 2006; Gandarilla-Pacheco
et al., 2013).

Se ha reportado al hongo entomopatdgeno Hirsutella citriformis, atacando adultos de D.
citri en los paises de Indonesia (Subandiyah et al., 2000), Isla Guadalupe (Etienne et al.,
2001) y Cuba (Sandoval-Rincén et al., 2010).

En México y Estados Unidos se han identificado hongos entomopatdégenos que atacan D.
citri, como: Hirsutella citriformis (Hall et al., 2012), Hirsutella sp. (Meyer; Hoy; Boucias,
2007), Isaria fumosorosea (Wize) (=Paecilomyces fumosoroseus (Wize) (Samson, 1974;
Subandiyah et al., 2000), Verticillium lecanii (Zimmerman) Viegas (Lecanicillium lecanii),
Beauveria bassiana (Bals-Criv) Vuill (Xie; Su; Lin, 1988; Yang et al, 2006),
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Acrostalagmus aphidum (Oudem) y Paecilomyces javanicus (Bally. AHS Brown y G.
Smith) (Yang et al., 2006).

En la Isla Réunion, Aubert (1987) reporta los hongos entomopatdégenos Cladosporium sp.
nr. oxysporum (Berk. y M.A. Curtis), y Capnodium citri (Berk. y Desm), como factores

importantes de mortalidad para ninfas de D. citri.

En la Florida, Meyer; Hoy; Boucias (2007) reportan mortalidad de adultos D. citri causada
por el hongo H. citriformis, generalmente desde el verano hasta el invierno y en arboles
de gran porte (Hall, 2008). Los mismos autores registran muertes de adultos, causadas

por Isaria fumosorosea.

En Cuba, Alvarez; Naranjo; Grillo (1994) registran muerte de ninfas y adultos de D. citri,
causadas por H. citriformis y B. bassiana y de adultos por Paecilomyces spp., en

poblaciones de insectos desarrolladas en C. aurantifolia y M. paniculata.

En Tuaxpan, Veracruz, México, detectaron a Hirsutella spp., infectando el 21.1% de
adultos de D. citri, a 50 a 60% de humedad relativa (Cardenas et al., 2008).

Conceschi (2013) destaca las investigaciones realizadas por Padulla; Alves (2009) en
Brasil, sobre hongos entomopatdgenos para el control de D. citri. Estos estudios han
contribuido en la selecciébn de cepas patogenicas para la elaboracion de nuevos
micoinsecticidas, creados a partir de los hongos Beauveria bassiana (Bals-Criv),
Hirsutella thompsonii (Fisher), Isaria farinosa (Holms.), Isaria fumosorosea (Wize),
Lecanicillum longisporum (Petch. Zare & W.gams), Lecanicillum muscarium (Petch. Zare

y W. gams), Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin y Syngliocladium spp.

En Brasil, se evalué la patogenicidad de los hongos B. bassiana, M. anisopliae,
Lecanicillium muscarum, L. longisporum, P. fumaosoroseus, P. farinosus y Syngliocladium
sp. (=Cordyceps varaibilis) (Petch) en concentracion de 5x107 esporas, H. thompsoni en
concentracion de 2,8 X107 conidios/ml, sobre ninfas de Il al IV instar (Padulla, 2007). Los
hongos B. bassiana, M. anisopliae, H. thompsoni, L. muscarum y P. fumosorosus fueron
patogénicos a las ninfas del psilido. La cepa Esalq-PL63, B. bassiana, causé una

mortalidad aproximada del 72% de las ninfas, a los siete dias después de la inoculacion;
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con este hongo también se vio afectado el proceso de metamorfosis de las ninfas
(Padulla, 2007).

Los hongos entomopatogenos pueden suprimir eficazmente las poblaciones de psilidos,
especialmente durante los periodos de alta humedad relativa (Xie; Su; Lin, 1988; Rivero
Aragon; Grillo Ravelo, 2000; Yang et al., 2006; Meyer; Hoy; Boucias, 2007). Sin embargo,
son pocos los hongos entomopatégenos que se integran en los programas de manejo
integrado del psilido asiatico de los citricos, principalmente debido a su adaptacion
limitada a factores ambientales como la baja humedad relativa y la temperatura (Padulla;
Alves, 2009).

1.2.10 Clasificacion Taxondmica de Candidatus Liberibacter

Dominio: Eubacteria

Phylum: Proteobacteria

Clase: Alphaproteobacteria

Orden: Rhizobiales

Familia: Phyllobacteriaceae

Género: Liberibacter

Especie: Candidatus Liberibacter asiaticus

Candidatus Liberibacter africanus (Roskov et al., 2015)

Caracterizacién: Candidatus Liberibacter spp., causantes del Huanglongbing de los
citricos, son procariotas Gram-negativa, restringidas a los tubos cribosos del floema, con
paredes celulares muy delgadas que les permiten pasar por los plasmodesmos
(Jagoueix; Bové; Garnier, 1994). El género Liberibacter pertenece a la subdivision alfa de
la clase Proteobacterias (Jagoueix; Bové; Garnier, 1996; Teixeira et al., 2005). El nombre
de “Candidatus Liberibacter” se deriva del término “Candidatus” propuesto por Murray y
Schleifer en 1994, como estado taxondémico intermedio y asi proporcionar
posteriormente, una adecuada clasificacion, teniendo en cuenta la base de genes que
permita determinar el nivel de género y especie (Bové, 2006); por lo tanto, no pueden ser

clasificadas y caracterizadas con las técnicas tradicionales. EI nombre trivial de
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“Liberobacter” (Jagoueix; Bové; Garnier, 1996), posteriormente fue reemplazado por
Liberibacter (Garnier et al., 2000).

1.2.11 Especies asociadas al Huanglongbing

La deteccién de Candidatus Liberibacter se basa en la amplificacion por PCR del gen
ARNr 16S. Los miembros del género son patégenos de plantas en su mayoria

transmitidas por un psilido (Jagoueix; Bové; Garnier, 1996; Brlansky; Rogers, 2007).

Se conocen siete especies de bacterias del género Candidatus Liberibacter: Candidatus
Liberibacter asiaticus con origen en Asia, Candidatus Liberibacter africanus con origen en
Africa, Candidatus Liberibacter americanus originaria de Brasil, Candidatus Liberibacter
caribbeanus con origen en Colombia. Otras especies de Candidatus Liberibacter
europaeus, nueva especie descrita en el 2010 atacando pera (Pyrus communis),
Candidatus Liberibacter psyllaurous ataca solanaceas (Hansen et al.,, 2008), vy
Candidatus Liberibacter solanacearum que afecta al cultivo de papa (Solanum
tuberosum) (Jagoueix; Bové; Garnier, 1996; Liefting, et al., 2009).

La especie asidtica Candidatus Liberibacter asiaticus, es la especie mas tolerante al
calor. La enfermedad puede ser trasmitida a los arboles de citricos en regiones con
temperaturas que oscilan entre 32 y 35°C, pero no se han encontrado plantas infectadas

en areas con temperaturas mayores a 38°C (Lopes et al., 2009).

Candidatus Liberibacter africanus, se encuentra distribuida en el este, centro y sur de
Africa. (Garnier et al., 2000; Teixeira et al., 2005). La enfermedad es mas severa en
areas frescas con temperaturas entre 20 a 25°C, y altitud de 600 m.s.n.m., la enfermedad
€S menos severa a menor altitud y practicamente no se presentan en altitudes por debajo
de los 200 m.s.n.m (Garnier et al., 2000; Teixeira et al., 2005).

Candidatus Liberibacter americanus solo se ha encontrado en Brasil. Es menos tolerante
al calor, puede infectar a los citricos en un rango aproximado de 24 a 30°C, pero nunca a
temperaturas mayores (LOpes et al.,, 2009). La variante americana se asemeja a la

asiatica en la expresion de agresividad de los sintomas; sin embargo, estudios realizados
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en Brasil indican que puede ser intolerante al calor como la variante africana, pudiendo
no causar sintomas (LOopes et al., 2009). Esta situacion puede estar pasando
actualmente, ya que a pesar de haber sido Candidatus Liberibacter americanus la
primera especie detectada en Sao Paulo en 2004, ahora la mayoria de arboles enfermos
de esa region son diagnosticados con Candidatus Liberibacter asiaticus (Lopes et al.,
2009).

Candidatus Liberibacter caribbeanus, se encuentra distribuida en la zona norte de
Colombia. La bacteria fue colectada en dos arboles de citricos de traspatio en el
departamento de Cordoba, asociada a plantas de naranja valencia (C. sinensis) y mirto
(M. paniculata); recientemente se ha comprobado que esta bacteria no esta asociada con
HLB (ICA, 2014).

Candidatus Liberibacter spp., presentan una relaciéon persistente con D. citri, se
reproducen dentro del insecto y son capaces de trasmitirse a otras generaciones aunque
en bajas proporciones (Pelz-Stelinsky et al., 2010). La principal forma de dispersién de la
bacteria causante de HLB es a través de dos vectores: Diaphorina citri para la especies
asiatica y Trioza erytreae (Del Guercio) para la especie africana (Garnier et al., 2000;
Meyer; Hoy; Boucias, 2007; Hall, 2008).

1.2.12 Rango de hospedantes de Candidatus Liberibacter

El Huanglongbing es una enfermedad que se manifiesta en plantas de la familia
Rutaceae. Afecta severamente a la naranja (C. sinensis), mandarina (C. reticulata), y
tangelo (C. deliciosa), pero muchas otras especies muestran mas o0 menos sintomas
pronunciados de la enfermedad. Las afecciones son menores o inexistentes en naranja
trifolita con sus hibridos, lima mexicana (C. aurantifolia), y pomelo (C. paradisi) (Halbert;
Manjunath, 2004).

Otras especies en la que se ha encontrado HLB son: Limonaria (M. paniculata), Limén
mexicano (C. aurantiifolia Swingle), naranjo agrio (C. aurantium), pomelo (C. grandis),
limén (C. limon), cidro (C. medica), naranja dulce (C. sinensis), limén volkameriana (C.

volkameriana) (Halbert; Manjunath, 2004).
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1.2.13 Interaccién bacteria — vector

En general la interaccién entre el patdégeno y el vector ha sido poco estudiada existiendo
datos contradictorios en relacion a la eficiencia de transmision y periodo de latencia.
Probablemente esto se debe a las diferencias entre especies de vectores y bacterias
involucradas en el patosistema en distintas regiones de Asia y Africa (Capoor; Rao;
Viswanath, 1974). A pesar de lo expuesto, se debe concluir que tanto las ninfas de IVy V
estadio como los adultos pueden adquirir el patégeno al succionar el floema de una
planta enferma, el tiempo minimo requerido para la adquisicién es de 15-30 minutos,
mientras que el tiempo de la inoculacién es inferior a 1h (Van-Vuuren; Da-Graca, 1977).
Existe una considerable diferencia en los informes de periodos de inactividad (latencia),
gue varian desde 24 horas entre 8-12 dias (Graca, 1991), hasta 21 dias (Capoor; Rao;
Viswanath, 1974).

C. Liberibacter asiaticus, aparentemente se multiplica en las ninfas, pero no en los
adultos de D. citri (Inoue et al., 2009). La bacteria es persistente y/o se multiplica en el
vector, y en consecuencia, después de adquirir el patégeno, los adultos permanecen
infectivos durante toda su vida (Xu et al., 1988; Hung et al., 2004).

1.2.14 Sintomas de la enfermedad

Los sintomas descritos para Huanglongbing de los citricos son: defoliaciéon de los
arboles, clorosis, reduccion del tamafio de frutos, amarillamiento de venas y moteado del
follaje (Ahmad et al., 2008). El sintoma mas evidente de la enfermedad es la presencia
de ramas terminales del arbol con apariencia clorética (FUNDECITRUS, 2009).

En las hojas, se observa aclaramiento de nervaduras, fuertes moteados tanto en la haz
como en el envés, manchas de formas irregulares, verdes-claras o amarillas, mezcladas
con el verde normal sin una clara divisién entre ellas. En algunos casos se observa el
engrosamiento de las nervaduras de las hojas, tomando un aspecto corchoso (Bové

2006). Las hojas jovenes afectadas permanecen de tamafio pequefio con moteado y
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amarillamiento, se observa brotes mdltiples con hojas pequefias, palidas y moteadas

creciendo en posicion erecta, a este sintoma se le llama oreja de conejo”.

Se han observado otros sintomas como la reduccion del nimero de frutos en el arbol
infectado, caida prematura, reverdecimiento de la cascara, inversion de color de
maduracion, produccion de frutos asimétricos y con presencia de moteado (Bové, 2006;
Brlansky; Dewdney; Rogers, 2010). Otro sintoma es la disminucién en la cantidad de jugo
y concentracion de solidos solubles y azlcares, generando un sabor amargo
desagradable (INISAV, 1999).

Las semillas pueden ser abortadas o de tamafio muy reducido, semidesarrolladas y/o

atrofiadas, adquiriendo una coloracion oscura (Bové, 2006; Robles, 2008).

En general los sintomas varian de acuerdo al tipo de infeccion, la etapa de la
enfermedad, condiciones de manejo de la planta, entre otros, y pueden ser confundidos o
enmascarados con los sintomas de otras enfermedades o deficiencias nutricionales de
zinc, hierro, manganeso, calcio, azufre, boro y magnesio (Bové, 2006; Brlansky; Rogers,
2007; FUNDECITRUS, 2009).

1.2.15 Manejo de la enfermedad

Para el manejo de Huanglongbing es importante establecer un programa basado en
reducir la cantidad de inéculo, controlar el vector y usar material vegetal libre de la
enfermedad (lrey; Gas; Gottwald, 2006). Asi mismo, inmediatamente después de la
deteccién de Huanglongbing en los cultivos, se debe revisar toda la plantacion para
determinar el grado de infeccion y los arboles infectados deben ser eliminados. Costa;
Concordia (2005) recomiendan la implementacion de un programa agresivo en toda la
plantacién para controlar el psilido asiatico de los citricos. Adicionalmente se debe
establecer un vivero moderno para producir plantas libres de la enfermedad en una
localidad remota, usando material de propagacion certificado como libre de la
enfermedad (Berg, 1999). También se recomienda una estrecha vigilancia de la
presencia, desarrollo de la enfermedad y sus vectores (INISAV, 1999; Halbert;
Manjunath, 2004; Robles; Sanchez; Delgadillo, 2009).
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En el estado de Sao Pablo, Brasil, existen medidas sanitarias para prevenir y controlar la
presencia de enfermedades trasmitidas por vectores como CVC (Clorosis Variegada de
los Citricos) o MSC (Muerte Subita de los Citricos); tales medidas contemplan: la
produccién obligatoria de plantas de vivero (desde alméacigo) bajo invernaderos con malla
anti pulgon, la erradicacion de plantas enfermas, cultivo de una sola variedad de citrico
en el huerto, la reduccion de operaciones de poda, la disminucion de las poblaciones de
insectos por medio del control quimico, control biolégico (depredadores, parasitoides y
hongos entomopatdgenos) y la eliminacion de otras plantas hospedantes del vector
(Berg, 1999; Costa; Concordia, 2005).

1.2.16 Hongos entomopatdgenos

Los hongos son microorganismos eucariontes, sin clorofila, pueden ser unicelulares o
pluricelulares, son filamentosos y con paredes celulares compuestas basicamente de
polisacéridos y proteinas. Entre los polisacaridos se destacan la quitina, el glucano y el
galactomanano. Las proteinas generalmente estan asociadas a polisacaridos formando
glicoproteinas (Pontén, 2008). Se reproducen sexual o asexualmente con o sin esporas
(Agrios, 2005).

La reproduccion asexual es la mas frecuente, involucrando la formacidon de esporas
microscOpicas de paredes delgadas llamadas conidias, los cuales se desarrollan en los
conidiéforos y se diseminan por el viento, agua u otros agentes (Pelczar; Reid; Chan,
1981). El ciclo de vida de un hongo puede dividirse en dos fases: la fase de crecimiento,
constituido por el micelio vegetativo, el cual es el mas conveniente para un crecimiento
rapido y colonizacion del ambiente, siendo por ello la fase mas vulnerable (Bartnicki-

Garcia, 1983) y la fase de reposo o latencia.

Los hongos entomopatdgenos a diferencia de las bacterias y virus entomopatégenos no
requieren ser ingeridos para infectar a sus hospederos, ya que pueden infectar al estar
en contacto directo con ellos, a través de la penetracion de la espora al integumento y de

infectar diferentes estados de desarrollo del insecto (Ferron, 1978).
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Se conocen aproximadamente 100 géneros y 700 especies de hongos
entomopatégenos, entre los géneros mas importantes estan Metarhizium, Beauveria,
Aschersonia, Zoophthora, Erynia, Eryniopsis, Akanthomyces, Fusarium, Hirsutella,
Hymenostilbe, Paecilomyces y Lecanicillium (Monzon, 2001).

Los hongos del Phylum Ascomycota se caracterizan por formar ascosporas (esporas
sexuales), y que a su vez, pueden o no estar contenidas en una estructura denominada
ascocarpos (que puede ser: apotecio, cleistotecio y peritecio) (Rojas, 2011). Dentro del
Phylum Ascomycota, el orden Hypocreales, contiene ocho familias, dentro de las cuales
tres agrupan hongos entomopatdgenos: Familia Cordycipitaceae, Clavipitaceae y

Ophicordycipitaceae.

La familia Cordycipitaceae agrupa los generos de mayor importancia agricola tales como:
Beauveria, Isaria, Lecanicillum (Liu, et al., 2003; Humber, 2012); en la familia
Clavipitaceae se encuentran los generos Metarhizium, Nomureae, Aschersonia y Pochina
y la familia Ophicordycipitaceae con los géneros Hirsutella y Syngliocladium
(=Colletotrichum) (Humber, 2012).

1.2.17 Modo de accion de los hongos entomopatdégenos

El proceso del desarrollo de una enfermedad causada por hongos en el insecto puede
ser realizado en las siguientes etapas (figural-7) (Alves, 1998; Tanada; Kaya, 1993;
Guarin, 2007):

e Adherencia de la conidia a la cuticula del insecto. El primer contacto
entre el hongo entomopatdgeno y el insecto sucede cuando la espora del primero
es depositada en la superficie de este ultimo. El proceso de adhesién ocurre en
tres etapas sucesivas: adsorcidbn de la espora a la superficie mediante el
reconocimiento de receptores especificos de naturaleza glicoproteica en el
insecto, la adhesién o consolidacién de la interfase entre la espora pregerminada
y la epicuticula y finalmente, la germinacion y desarrollo hasta la formacion del
apresorio para comenzar la fase de penetracion (Tanada; Kaya, 1993; Pedrini;

Crespo; Juarez, 2007).
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La adhesion de los conidios depende de la presencia de enzimas (lipasas,
proteasas, quitinasas y esterasas) que se producen en la superficie de los
conidios y que alteran la superficie del tegumento del insecto, favoreciendo la

germinacion y nutricion del hongo (Hajek; St. Leger, 1994).

e Germinacién de la conidia en la cuticula del insecto. La germinacion
ocurre dentro de un minimo de 12 horas, siendo necesaria una humedad relativa
alta (mayor al 90%). Fisiolégicamente, la germinacion de la conidia es el retorno
de la actividad o metabolismo vegetativo (Bartnicki-Garcia, 1983).
Morfolégicamente, la germinacion es la emergencia de la célula vegetativa de una
conidia, en forma de un tubo germinativo que crece sobre la superficie cuticular
formandose un apresorio o penetrando directamente a la cuticula (Fargues, 1984;
Bartnicki-Garcia, 1983). La célula apresoria le permite adherirse a la superficie

cuticular.

e Penetracién del hongo al hospedero. La penetracién se produce por un
sistema enzimatico de lipasas, proteasas y quitinasas liberadas al comienzo de la
germinacion de la espora (Roberts; Humber, 1981). Las enzimas tienen un efecto
especifico sobre cada uno de los componentes de la cuticula, asi la epicuticula o
capa mas externa, formada por lipidos (acidos grasos y parafina) es desintegrada
por las lipasas; a su vez, la quitinasa desintegra la quitina, sustancia que confiere
resistencia y dureza a la cuticula. Asi mismo, las proteinas presentes en la
cuticula son desintegradas por enzimas proteoliticas producidas por el hongo
(Téllez-Jurado et al., 2009).

e Colonizacion y produccion de micelio en el hemocele. El hongo crece
en el hemocele como cuerpos hifales levaduriformes o blastosporas, que se

multiplican por gemacion (Roberts; Humber, 1981; Hajek; St. Leger, 1994).

En esta etapa, los hongos producen toxinas (destruccinas y citocalasina) que son
las responsables de la muerte del hospedero que ocurre entre 48 horas o menos,
mientras que la muerte es atribuida a la produccién de toxinas (Roberts; Humber,

1981; Hajek; St. Leger 1994). Finalmente ocurre la muerte del insecto, esto
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puede ser antecedido por cambios en el comportamiento del insecto, como
contracciones y pérdida de coordinacién (Roberts; Humber, 1981).

e Extrusién con esporulacién y dispersion de esporas. Una vez que las
hifas del hongo terminan su etapa de colonizacion y extrusion, perforando las
partes intersegmentales del exoesqueleto con la emergencia del micelio hacia la
superficie del hospedero y subsecuentemente la esporulacion sobre el cuerpo del
insecto y bajo condiciones favorables, los nuevos conidios producidos seran
dispersados e infectaran a otros insectos (Vargas Flores, 2003; Restrepo Quiroz,
2015).

Figura 1-7: Esquema del desarrollo de un hongo entomopatdégeno (modificado de
Vilcinskas; Gotz, 1999).

1. Adhesién de la espora a la cuticula del insecto. 2. Germinacién y formacion de aprensorio.3.
Penetracion de la cuticula. 4. Crecimiento lateral y penetracion en la epidermis. 5. Agregacion de
los hemocitos en el lugar de penetracién fangica. 6. Fagocitosis de cuerpos hifales por células
fagdcitas del insecto. 7. Transformacién a cuerpos levaduriformes. 8. Evasion del sistema inmune.
9. Propagacion en el hemocelele. 10. Transformacion a cuerpo hifal. 11. Extrusion, esporulacion y
germinacion atravesando la cuticula del insecto. 12. Diseminacion de esporas

1.2.18 Clasificacion taxondmica;: Género Beauveria

El Genero Beauveria pertenece al Phylum: Ascomycota; Clase: Hyphomycetes; Orden:
Sordariomycetes; Familia: Cordycipitaceae; Género: Beauveria y especie: B. bassiana

(Liu et al., 2003; Humber, 2012). El micelio de la fase asexual de las especies del género
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Beauveria se caracteriza por ser blanco, posee conidi6foros sencillos, irregularmente
agrupados o en grupos verticilados, en algunas especies hinchados en la base y

adelgazados hacia la region apical de la conidia (Carrefio, 2003).

Morfolégicamente, B. bassiana esta conformada por hifas septadas de 2,5 a 25 ym de
diametro, de donde se forman conidioforos simples raramente agrupados, con apariencia
de jarron (mas ancho en el centro que en los extremos), los cuales sostienen los
conidios, originados de formas impodial 0 acrépeta, dando una apariencia en zig zag al
raquis (Barron, 2001).

Fue descrita por primera vez por Jean Beauverie en 1911 con el nombre de Botrytis
bassiana. Un afio més tarde, Vuillemin la clasifico en su clase actual (Benham; Miranda,
1953). Ensayos enzimaticos posteriores, determinaron el género como Beauveria sp. En
la actualidad se registran 53 especies, entre las cuales se destacan: B. alba, B. arenaria,
B. brongniartii, B. brumptii, B. caledonica, B. velata, B. caledonica, B. densa, B.
stephanoderis, B. vermiconia y B. sulfurescens (Roskov et al., 2015). En los Gltimos afios
se han identificado nuevas especies del género Beauveria como B. amorpha, B. asiatica,
B. sungii, B. varroae, B. australis, B. speudobassiana, B. kipukae y B. lii (Roskov et al.,
2015).

Las esporas son esféricas y levemente ovaladas en medios aerobios, pero mas ovaladas
en medios anaerobios, llamadas blastésporas, sin embargo, indiferentemente de su
morfologia, presentan igual capacidad de infeccion. Tanto las esporas como las hifas,

son hialinas, por lo que su apariencia es blancuzca para el ojo humano (Barron, 2001).

1.2.19 Clasificacion taxonomica: Género Metarhizium

El género Metarhizium pertenece al Phylum: Ascomycota; Clase: Sordariomycetes;
Orden: Hypocreales; Familia: Clavipitaceae; Género: Metarhizium y Especie: M.
anisopliae (Tanada y Kaya). El hongo Metarhizium se caracteriza por presentar hifas lisas
y septadas, conidias predominantemente cilindricas, agrupadas, hialinas, verde oliva,
uninucleadas de extremos redondeados, el tamafio promedio es de 6,0 um de largo
(Rango 5,2 - 7,1 um) y de 2,2 um de ancho (rango 2,0 - 2,6 um) (Humber, 2012).
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Tulloch (1976) determin6 que algunas especies no eran miembros del género y rechazé
la mayor parte de los nombres publicados. Redujo el género a dos especies M.
anisopliae y M. flavoviride, incluyendo el tipo y la otra variedad M. anisopliae var
anisopliae y M anisopliae var majus. Driver; Milner; Trueman (2000) después de un
andlisis filogenético de la region ITS (Espaciador Transcrito Interno) del ADN ribosomal,
reconocieron ocho linajes como variedades y un grupo de especies no determinadas, es
decir, M. flavoviride "Tipo E". Los mismos autores identifican y describen las variedades
de ambos complejos de especies, incluidas cuatro variedades de Metarhizium anisopliae,
como M. anisopliae var. acridum, M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var.

lepidiotae y M. anisopliae var. majus.

Actualmente para el género Metarhizium se reportan 22 especies y 16 taxones
intraespecificos; entre las especies se destacan: M. anisopliae f. anisopliae, M. anisopliae
f. majus, M. anisopliae f. minor, M. anisopliae f. oryctophagum, M. anisopliae var.
acridum, M. anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. dcjhyiu, M. anisopliae var.

frigidum, M. anisopliae var. lepodiotae y M. anisopliae var. majus (Roskov et al., 2015).

Metarhizium anisopliae, es un hongo en el que predomina la reproduccién asexual,
exhibiendo diferentes grados de especificidad, la cual esta influenciada por las
caracteristicas del patégeno y de la cuticula del hospedante (Humber, 2012). Ha sido
reportado atacando a mas de 200 especies de insectos, es conocido como "muscardina
verde" (Padilla-Melo et al., 2000).

Durante la patogénesis, M. anisopliae tiene la capacidad de sintetizar enzimas
extracelulares que pueden degradar polimeros de la cuticula (proteinas, lipidos y quitina),
permitiendo el aprovechamiento de nutrimentos para su crecimiento (Padilla-Melo et al.,
2000) también produce destruxinas (Dtxs-depsipéptidos ciclicos), que representan
factores importantes de virulencia que aceleran la muerte de los insectos (Liu; Tzeng,
2012). Dentro de esta familia de toxinas, las Dixs A, By E son altamente predominantes.
La produccion de toxinas de M. anisopliae, cepas V245 y V275, depende del sustrato
disponible, siendo particularmente importante la cantidad de peptona y glucosa en el

medio de cultivo (Wang et al., 2003).
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1.2.20 Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

En 1983, Mullis desarroll6 un procedimiento que permitia realizar copias de un fragmento
de ADN de forma rapida y econémica y que se denomin6é Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (siglas en inglés PCR) (Mullis, 1990). Esta técnica supuso un gran avance
para la universalizacién de las técnicas moleculares en los laboratorios de microbiologia,
por su sencillez y facilidad de aplicacién. La PCR se basa en la repeticiébn de tres
procesos: (1) desnaturalizacion térmica del ADN; (2) hibridacion de cebadores
(oligonucledtidos) especificos al ADN de cadena sencilla, y (3) extensién enzimatica del
ADN. El proceso se lleva a cabo en un bloque térmico denominado termociclador. En
cada repeticidon se duplica la cantidad de ADN especifico, asi en una reaccion tipica de

30-40 ciclos se generan 230-40 moléculas del ADN de interés (amplificaciones).

1.2.21 Regiones Espaciadoras Internas Transcritas (ITS)

Los genes ribosomales y los espacios entre ellos proveen sitios diana, atractivos para la
deteccién molecular y estudios filogenéticos, porque en ellos ocurre un alto nimero de
copias, poseen secuencias conservadas, como también, secuencias variables y pueden
ser amplificados y secuenciados con iniciadores universales basados en sus secuencias
conservadas. Los genes 5.8S, 18S y 28S (Figura 1-8) para el RNA ribosomal; en hongos
son organizados normalmente en tdndem con repeticiones idénticas de 60-200 copias

por genoma haploide (Henson; French, 1993).

Figura 1-8: Diagrama de ubicacién de las regiones ITS en el ribosoma.

ITS 1
—

18SIDNA  [[i8q]| 5.8s | 1152 |28S IDNA

Fuente (Ariza; Angel; Giraldo, 2003)
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A pesar de la conservacion de los genes del RNA de los hongos, existe la variacién
suficiente en las secuencias para permitir su uso como sitios diana para la amplificacion
diferencial. Considerablemente, la variacién de secuencia mas grande es encontrada en
los espacios internos transcritos (ITS), regiones entre los genes rARN dentro de una
unidad repetitiva de rARN. Entonces, algun organismo o incluso cepas diferentes
aisladas de un mismo organismo que tengan repeticiones del rADN, pueden ser
detectados especificamente por la seleccion de iniciadores basados en los espaciadores
de las regiones variables (White et al., 1990; Henson; French, 1993).

Las regiones ITS son secuencias de ADN altamente especificas, que se encuentran
entre los genes que codifican para el RNA ribosomal. Estas regiones son utilizadas en el
estudio de poblaciones puesto que muestran diferencias evolutivas y permiten obtener

una buena informacién filogenética y taxonémica de los individuos (Liu; Sinclair, 1992).

Las regiones ITS son de evolucion rapida y por consiguiente su variabilidad permite la
realizacion de andlisis filogénicos, evolutivos y biogeogréficos entre érdenes, géneros y
especies relacionados, siendo de gran utilidad en casos en los cuales los caracteres
morfolégicos no son suficientes para la solucién de problemas evolutivos y taxonémicos
(Baldwin et al., 1995).

Actualmente, se cuenta con gran cantidad de secuencias de ADN ribosomal (rDNA) que
han sido alineadas y comparadas en numerosos organismos, lo que ha permitido
recolectar informaciébn acerca de sus relaciones filogenéticas. En especial los
Espaciadores de Trascripcion Interna (ITS) han sido ampliamente utilizados en el estudio
de la relacion filogenética entre taxones muy cercanos y en la identificacion especifica de

organismos, especialmente hongos entomopatégenos.

1.2.22 Genes que codifican el ARN ribosomal

Las secuencias que codifican el ARN ribosomal (ADNr) se han utilizado para el estudio
de las relaciones filogenéticas y taxondmicas en hongos (Bruns et al., 1992). Los genes
ribosomales contienen numerosas regiones con secuencias altamente conservadas y

otras con gran variabilidad (White et al., 1990). El ADNr nuclear usualmente existe en los
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hongos como elemento en bloques repetidos. Cada unidad est4 formada por un sistema
complejo de secuencias que incluye los genes 18S, 28S y 5.8S, que codifican para las
proteinas que forman las subunidades ribosomales y se encuentran separados por dos
espaciadores internos que se transcriben, llamados ITS1 e ITS2, de una longitud entre
200 y 400 pares de bases (pb). Hay ademas un espaciador interno que no se transcribe,
llamado IGS. Los mddulos repetidos del ADNr nuclear pueden encontrarse en uno o
varios cromosomas y el nimero varia de acuerdo con el genoma. Pueden encontrarse
desde 60 copias en el género Coprinus hasta 200 en Neurospora (Iturralde; Ballestero;
Ramon, 2002).

Las secuencias 28S, 18S y 5.8S estan altamente conservadas y evolucionan lentamente,
por lo que se utilizan para obtener informacion sobre las relaciones filogéneticas. Las
zonas no codificantes (ITS1, ITS2 e IGS) son mas variables porque acumulan mayor
namero de mutaciones y tienen gran interés en la identificacion y tipificacion de especies
fungicas. De acuerdo a lo anterior, White et al., (1990) describieron y disefiaron
cebadores especificos para amplificar y secuenciar varios segmentos del ADNr
mitocondrial y nuclear de hongos, lo que abrié la posibilidad de realizar estudios
filogenéticos con el uso de estos genes. La diversidad intraespecifica en el ADNr nuclear

es comun en hongos.

En estudios de polimorfismo en esta region para varias especies fungicas han mostrado
gue el ADNr nuclear es adecuado para el analisis de la relaciébn genética a nivel de
género y especie (Kistler et al., 1987; Klassen; Mcnabb; Dick, 1987; Liu; Boucias; McCoy,
1995).






2. Identificacidon de aislados y caracterizacion
de la patogenicidad

2.1 Metodologia

2.1.1Localizacion.

Los muestreos para el desarrollo del presente trabajo se realizaron en los departamentos
de Quindio y Valle del Cauca (Colombia), en altitudes promedio de 1260 y 1190 msmm,
respectivamente; los cuales, actualmente son considerados como los principales
productores de citricos en Colombia, con una area de produccién de 4,492 y 5,340 ha,
respectivamente, y con rendimientos aproximados a 25 ton/ha (MINAGRICULTURA,
2012). Los aislamientos y pruebas de patogenicidad fueron realizados en la ciudad de

Palmira.

2.1.2 Muestreo de D. citri.

Muestreo en el departamento del Valle del Cauca: Los predios (area muestreada
dentro de una finca) se encontraban ubicados en los municipios de Alcala, Caicedonia,
Sevilla, La Victoria, Roldanillo, La Unién, Bugalagrande y Tulud ubicados entre 950 y
1350 m.s.n.m. y con temperaturas promedias entre 20 y 25°C. Las especies vegetales
muestreadas fueron: Citrus reticulata Blanco, Mandarina Oneco y Arrayana, Citrus
sinensis (L.) Osbeck, Naranja Valencia, Orange Sweet; Citrus aurantifolia (L.), limén

pajarito y en la especie ornamental Mirto, Murraya paniculata (L.) Jack (Anexo B y C).

Muestreo en el departamento del Quindio: Se llevé a cabo en los municipios de
Armenia, Buenavista, Quimbaya, Montenegro, La Tebaida y Calarca, ubicados entre

1100 y 1350 m.s.n.m. y con temperaturas promedio entre 18 y 22°C. Las especies
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vegetales muestreadas fueron: Citrus reticulata Blanco, Mandarina Oneco y Arrayana,
Citrus sinensis (L.), Naranja Valencia, Hamlin, Orange Sweet; Citrus latifolia Tanaka, lima
Tabhiti (Anexo A).

El muestreo consistié en seleccionar diez arboles en cada uno de los predios (areas
sembradas con una determinada especie de citricos que oscilé entre 1 a 3 ha), en cada
arbol se seleccionaron cuatro ramas, una en cada punto cardinal, en cada rama se
revisaron tanto hojas como brotes en busca de adultos del psilido muertos. (Figura 2-1)
(Ebratt-Ravelo et al., 2011).

Figura 2-1: Muestreo de adultos micosados en arboles de citricos.

2.1.3 Colectade insectos muertos de D. citri.

Se buscaron y colectaron individuos adultos muertos de D. citri, aparentemente con
sintomas de infeccion por hongos entomopatdgenos (Figura 2-2), tanto en brotes como
en hojas del primer tercio de los arboles de citricos y en plantas de jardin como M.

paniculata conocido en Colombia como Mirto o Flor de azar.
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Los insectos se introdujeron junto con las hojas y se empacaron individualmente en
bolsas de plastico. Las muestras colectadas se llevaron al Laboratorio de Diagnéstico

Fitosanitario del ICA, ubicado en el municipio de Palmira, Valle del Cauca, Colombia.

Todas las muestras fueron rotuladas con la siguiente informacion: georreferenciacién del
predio, nombre del municipio, nombre de la vereda, nombre de la finca, tipo de
produccion, nombre del propietario, tipo de cultivo, edad de la plantacién, estado
fenoldgico, nombre del colector, nUmero de psilidos adultos vivos y muertos.

Figura 2-2: Caracteristicas de los adultos aparentemente micosados colectados en

campo.

1. Adulto de Diaphorina citri aparentemente esporulado. 2 y 3 Adultos con prolongaciones hifales
externas. Imagen: Ramos 2014 (10x).

2.1.4 Aislamiento de hongos a partir de adultos muertos de D.
citri.

Para el aislamiento de los hongos a partir de individuos sospechosos de micosis se
realiz6 siembra directa del insecto muerto o parte de él, en medio PDAY (Papa Dextrosa
Agar, enriquecido con extracto de levadura); los adultos muertos de D. citri colectados en
campo se desprendieron cuidadosamente de las hojas donde se encontraban adheridos
y se depositaron sobre papel filtro estéril. Se desinfectaron con hipoclorito de sodio al
1%/1min, se lavaron dos veces con agua destilada estéril para retirar el exceso de



40 Identificacién de hongos entomopatégenos de Diaphorina citri Kuwayama, en los
departamentos del Valle del Cauca y Quindio, Colombia

hipoclorito de sodio, se secaron en una toalla de papel estéril y se sembraron en cajas
Petri con medio PDAY, luego se mantuvieron a una temperatura de 26°C, hasta observar
micelio (SENASICA-SAGARPA, 2013). Cuando se observd micelio, este se transfirio de
manera directa a las cajas Petri, con la ayuda de un asa y bajo condiciones de asépcia.
Posteriormente se incubd a 26°C, durante 25 a 30 dias.

Otra metodologia utilizada fue la del macerado de los insectos; para lo cual se desinfectd
el insecto con hipoclorito de sodio al 0,05% durante un minuto, posteriormente se lavo
dos veces con agua con el fin de retirar el exceso de hipoclorito de sodio. Se maceré el
insecto en tubo para microcentrifuga Eppendorf con 1 mL de agua destilada esteril, luego
se homogeneizé la muestra mediante la agitacion manual durante un minuto. Se
realizaron diluciones seriadas hasta 10 “y de la Ultima dilucién se extrajeron alicuotas de
100uL, las cuales fueron esparcidas con la ayuda de un asa Digralsky estéril en medio
PDA acidificado, se incubaron a una temperatura de 26°C, hasta observar colonias. Las
colonias seleccionadas fueron resembradas en cajas Petri conteniendo medio PDA +
Peptona a 26°C /25 a 30 dias (Lacey, 1997).

Las cajas Petri se marcaron con el codigo asignado CV (cepa colectada en el Valle del
Cauca) y CQ (cepa colectada en Quindio), seguido con el nombre de la finca donde se

recolectaron y el nimero correspondiente de muestra con un digito.

2.1.5 Elaboracion de cultivos monospadricos

La obtencion de cultivos monospoéricos a partir de aislamiento de hongos de adultos
muertos de D. citri colectados en campo, se realiz6 mediante el método por agotamiento
en placa (Rhodes; Smith; Faull, 1992). Una vez los aislamientos estaban esporulados,
con la ayuda de una asa micologica estéril, se tomé una pequefia cantidad de inoculo y
sobre una caja Petri que contenia medio PDA mas Peptona, se procedié a hacer un
estriado por agotamiento sobre toda la superficie de la caja Petri, con el fin de obtener
colonias aisladas. Inicialmente se realizo el estriado del in6culo en la parte central de la
caja Petri, luego se procedié a llenar completamente los espacios dentro de la caja. Al
dia siguiente bajo microscopio se observo el final del estriado en cada la caja Petri, con el
fin de encontrar esporas solitarias germinadas y con una microaguja estéril se corté un

cuadro que contenia la espora. Este se sembr6 en medio PDA + Peptona.
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2.1.6 Seleccion de hongos entomopatdgenos

Los aislamientos de hongos obtenidos por el método de siembra directa, se sometieron a
una prueba de patogenicidad con el fin de determinar cuales de las cepas tenian la
capacidad de parasitar adultos de D. citri. Para ello se evalué el porcentaje de mortalidad,

previo al andlisis morfolégico y molecular.

Para la prueba de patogenicidad se seleccionaron adultos de D citri, se sumergieron en
una suspension de esporas con una concentracion de 1x10° conidios/ml, durante un
minuto. Con la ayuda de un pincel esterilizado se colocd un insecto dentro de un
recipiente, el cual contenia un disco de papel filtro previamente humedecido. Los
recipientes en su interior contenian brotes tiernos de plantas de mirto, previamente
desinfectadas con una solucion de hipoclorito de sodio al 1%. Los brotes se cambiaron
cada dos dias con el fin de proveer alimento fresco al insecto. Se evalué la mortalidad
causada por los hongos durante 10 dias, observando bajo estereoscopio los sintomas y
signos del patégeno. Para las siguientes pruebas de patogenicidad de esta investigacion,
la metodologia anterior fue modificada por la propuesta de Padulla; Alves (2009).

2.1.7 Caracterizacién e Identificacién morfologica

Los hongos entomopatégenos seleccionados después de la prueba de patogenicidad se
caracterizaron morfolégicamente. Se evalu6 su crecimiento, coloracién, apariencia y
pigmentacion del medio. La identificacion morfol6gica se realizé mediante la técnica de
microcultivo. Para realizar los microcultivos se tomaron las conidias individuales
germinadas, las cuales se transfirieron en condiciones asépticas, a seis cajas Petri que
contenian agar papa dextrosa (PDA), con una profundidad del medio 5mm y 1cm? de
area de crecimiento, la capa de agar se colocé sobre laminas portaobjetos y después de
inoculadas fueron cubiertas con laminillas, con el fin de mantener un buen nivel de
humedad relativa, se le adicioné a un algodon estéril cuatro gotas de agua glicerinada al
10%; posteriormente se sellaron las cajas Petri y se incubaron a 29°C, se realizaron
varias observaciones hasta encontrar las estructuras caracteristicas del género de los

hongos (Barnett; Hunter, 1987; Alexopoulus; Mins 1979; Castafio-Zapata, 1994).
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2.1.8 Identificaciéon molecular de los hongos entomopatégenos:
Extraccion de ADN

La extraccibn de ADN se realizé a partir de micelio fresco proveniente de los cultivos

monosporicos, para lo cual se retiré aproximadamente 200 mg de micelio empleando una

espétula estéril, la muestra se macer6 adicionandole nitrégeno liquido para provocar la

lisis de las células (Marmolejo et al., 2008).

Para la extraccion del ADN gendémico se empled el KIT de extraccion DNeasy ® Plant-
QIAGEN (plant mini kit de QUIAGEN), siguiendo las especificaciones descritas por el
fabricante. EI DNA obtenido se conservd a -20°C hasta el momento de su visualizacion.

Cada uno de las alicuotas de DNA total fue visualizado en un gel de agarosa al 0.8%, las
muestras fueron separadas por electroforesis en tampén TBE 0.5X (Tris-borato 0045M;
EDTA 0.001M) a 80 voltios durante 40 minutos. El gel fue tefiido en bromuro de etidio 0.5
pHg/mL como se describe en (Sambrook; Macallum; Russel, 2001). La concentracién de
ADN se estim6 por observacién directa de la fluorescencia emitida y por comparacion a

partir de un marcador de 100 pb (Thermo Scientific GeneRuler).

2.1.9 Amplificaciones mediante PCR

Para la identificacion de los aislamientos fangicos se emplearon los cebadores
universales ITS1 e ITS4 (5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3 y 5 -
TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3") descritos por (White, et al., 1990). Para la PCR, se
elaboré un céctel con un volumen final de 50ul. Que contenia 0,2 mM de cada cebador
(ITS1 e ITS4), 20 mM de Tris - HCI, 50 mM de KCI, 2.5 mM de MgCl,, 0,1 mM de cada
desoxinucleétido (dATP, dCTP, dGTP y dTTP), 1U Taq ADN polimerasa (Invitrogen) y 50
ng de DNA gendmico (Becerra et al., 2007).

Las muestras fueron amplificadas utilizando un termociclador PT100 (MJ-Research,
Watertown, MA) y los ciclos de amplificacion consistieron en un ciclo de
desnaturalizacién de 15 segundos a 94°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos de
desnaturalizaciéon a 94°C, 30 segundos de alineamiento a 50°C, 30 segundos de
extension a 72°C y un ciclo final de extension de 7 minutos a 72°C. Los productos de

PCR se visualizaron en gel de agarosa a 1.2 % en buffer TBE 1x y tefiido con Bromuro
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de etidio 0.5 ug/mL y registrada la imagen mediante un trasiluminador (Gel Logic 440).

Las reacciones de PCR se limpiaron de todos los excesos de reactivos, mediante el kit
comercial recomendado por el fabricante (QIAquick PCR Purificacién). Finalmente los
productos de PCR limpios se enviaron a la compafia MACROGEN (Korea) para su
secuenciacion. La edicion de las secuencias se realizd en cada uno de sus extremos
empleando el programa Geneious ®. El alineamiento de las secuencias hermanas (“F” y
“R”) se realiz6 en el programa Bioedit 7.1 en el cual fue generada la secuencia consenso.
La identificacion se realizé teniendo en cuenta la base de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (Altschul et al., 1997)

Para el andlisis filogenético y elaboraciéon de los dendrogramas, se tomaron secuencias
de referencia seleccionadas de la base de datos NCBI. Para B. bassiana se
seleccionaron las secuencias de CENICAFE: AY 334535, AY 334536, AY 334537, AY
334538, AY 334539, AY 334540 AY 334541, AY 334542, AY 334543 y AY 334544,
aisladas de adultos de Broca del café (Hypotenemus hampei) y que posiblemete son las
precursoras de los productos comerciales, que nos permiten evualar la afinidad de las
cepas aisladas en este estudio (Cruz; Gaitan; Gongora, 2006); las secuencia reportadas
por Ruan et al., (2010) obtenidas de adultos de D. citri en la provincia de Fujian, China:
FJAT9620, FJAT 9719, FJAT 9621, FJAT9622, FJIAT9624 y FJAT 9623 y las secuencias
de los hongos B. brogniati HHWG1 y HH56, B. asiatica ARSEF 4474, B. amorfa ARSEF
2641, B. vermiconia ARSEF 2922, B. caledonia ARSEF 2251 y ARSEF 4302, B.
malaweinsis ARSEF7760, B. sungii ARSEF 7281 y B. cylyndrospora FJ 973058, las
cuales fueron comparadas con las secuencias anteriores, y sirven para nuestro estudio

como referencia de grupo (Altschul et al., 1997).

Para el hongo M. anisopliae, se seleccionaron las secuencias HQ 722915, HQ 722914,
FJ 971611, KP 067239, y KJ 543524 reportadas en la base de datos de NCBI para
Colombia las cuales fueron reportadas de aislamientos de insectos plaga de palma de
aceite y algunos trabajos de diversidad marina y microbiana; las secuencias FJ 545317,
FJ 589647, FJ 589650, CG 423, CG 343 y CG97 son secuencia que presentan una
homologia superior al 99% a las encontradas en nuestro estudio, las cuales nos sirven de

referencia para determinar la variabilidad genética del hongo y las secuencias de M.
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globosum HQ 331459, M, frigidum HMO055458, M. cylyndrosporum MY 00521, M.
cylyndrosporum MY 00522, M. cylyndrosporum MY 00524 y M. acridum CG 423, como
referencia de género para nuestro estudio. Las secuencias fueron tomadas de la base de
datos NCBI (Altschul et al., 1997).

Las secuencias obtenidas se alinearon en el programa Mega 6.0 (Tamura et al., 2013),
empleando el método de maxima verosimilitud basado en el modelo Tamura - Nei

(Tamura; Nei, 1993) con un modelo de 1000 Bootstrap.

2.1.10 Re-aislamiento y conservacion de los hongos

entomopatdégenos
El re-aislamiento se hizo a partir de los cadaveres de insectos con micosis, en agar PDA

modificado (acido lactico 1% del volumen a preparar y peptona 5g/L), el cual se incub6 a

26°C durante 7 dias, para luego conservarse (Gidin, Glazer, Mishoutchenko, 2009).

La conservacion de los hongos se realiz6 mediante la técnica de papel filtro (Aricapa;
Correa, 1994). A partir de un cultivo de hongos entomopatdgenos, de aproximadamente
8-10 dias, se realiz6 un raspado de esporas con las cuales se obtuvo una suspensiéon de
conidias en 5 ml de solucion salina 0,85%. Con esta suspencién se impregno una caja
Petri que contenia PDA + Peptona cubierto con fragmentos de papel filtro de
aproximadamente 1x1 cm. Posteriormente, este cultivo se incubé a 26°C durante 8 dias.
Transcurrido este tiempo, se retiraron los fragmentos y se dejaron secar en una caja Petri
estéril a la misma temperatura de incubaciéon (26°C) por siete dias, para finalmente

conservarlos y almacenarlos dentro de sobre de papel glicin a -20°C.

2.1.11 Cria de adultos de Diaphorina citri

2.1.12 Multiplicacion de plantas de Mirto (Murraya
paniculata)

Para obtener semillas se colectaron los frutos de coloracion rojo intenso, se despulparon

por medio de friccién, la semilla se secé bajo sombra por dos dias y se sembré en bolsas

de polietileno negras de calibre 9 x 2, que contenian un sustrato compuesto por tierra,
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gallinaza y vinaza en proporcién de 2:1:1. Las plantulas se mantuvieron bajo condiciones
de sombra y riego diario en las primeras etapas. La primera poda se realiz6 cuando la
planta tenia aproximadamente cuatro meses. Se eliminaron los brotes tiernos apicales
dejando la planta a una altura de 40 cm con el fin de estimular la emisién de nuevos
brotes (SENASICA, 2010).

Se realizaron actividades de riego, fertilizacion, control de malezas y control de plagas. El
riego se realiz6 diariamente, con una regadera de mano, desde la siembra hasta la
emergencia de la plantula, posteriormente, se hizo cada 3 dias. La fertilizacion edéfica se
realiz6 mensualmente, iniciando un mes después de la siembra. Se aplicé abono
compuesto (NPK) 10-30-10 en dosis de 10 g/planta. La fertilizacién foliar se realiz6 con el
producto comercial “todo en uno ®” a los dos meses después de la siembra en dosis de 5
cc/L.

El control de plagas se efectud en la etapa de vivero. Para insectos como pulgones y
hormigas se realiz6 hasta dos meses de germinada la planta y se suspendio un mes
antes de trasladar la planta de mirto (M. paniculata) a las cajas de infestacién,
aproximadamente, a los cuatro meses. Después de esto, no se realizd ningun tipo de

control para insectos.

Las plantas de M. paniculata, 6ptimas para ser infestadas con D. citri, fueron aquellas
gue tuvieron entre 6 a 10 brotes de 10 cm aproximadamente, sin sintomas de dafio ni
enfermedades. Las plantas seleccionadas se llevaron a las cajas de infestacion. Cada
caja de infestacion consistié en un cubo de madera de 70 x 70 x70 cm, con las paredes
forradas con malla antitrips, provista de una puerta frontal que permite la entrada y salida
de las plantas y con una base sélida para que soporte el peso de las plantas. Estas
fueron trasladadas posteriormente a cajas de 60 x 60 x 90 cm, para permitir el

crecimiento de las plantas.

En cada caja se introdujeron de 6 a 9 plantas de mirto y se procedi6 a infestarlas con 100
adultos de D. citri, provenientes de cercos vivos de M. paniculata, capturados con la
ayuda de un aspirador entomologico. Previamente se verificé la identidad del insecto con

ayuda de un estereoscopio. Las plantas permanecieron en contacto con los adultos de D.
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citri durante siete dias, tiempo suficiente para asegurar la ovoposicion sobre los brotes de
la planta.

Antes de sacar las plantas con los brotes infestados, se sacudio la planta para que los
adultos volaran hacia las paredes de la jaula, quedando Unicamente huevos y algunas
ninfas de los primeros instares sobre la planta. Luego se trasladaron a otra caja de (60 x
60 x 90 cm) para que continuaran su desarrollo. El procedimiento se repitié hasta obtener
la generacion F2. Este procedimiento se hizo con el fin de utilizar insectos libres de
patdbgenos en las pruebas de patogenicidad. Para las pruebas de patogenicidad se

utilizaron ninfas de la generacién F3 y adultos de la generacién F2.

2.1.13 Prueba de patogenicidad de los hongos entomopatdégenos
en ninfas y adultos de Diaphorina citri en condiciones de
laboratorio.

Para la prueba de patogenicidad de los hongos entomopatdégenos sobre adultos y ninfas

de D. citri se siguié la metodologia propuesta por Padulla; Alves (2009). Se seleccionaron

adultos de ambos sexos de la generacién F2, que presentaron mayor movilidad,
provenientes de la cria de insectos libres de patdgenos. Se seleccionaron ninfas del
segundo al quinto instar, de la tercera generaciébn en brotes tiernos con buenas
condiciones de turgencia, coloracion, tamafio y que estuvieran infestados con ninfas de
D. citri. A cada brote se le colocdé en el extremo inferior un algodén previamente

humedecido en agua destilada esteril para mantener su turgencia.

Los adultos y las ninfas de D. citri, se colocaron por separado en vasos de plastico tipo
veneciano (figura 2-3). Se asperjaron con 3 ml de cada una de las suspenciones de
conidios con una concentracion de 1x10° conidios/ml por medio de aspersores plasticos.
Se utilizé un tratamiento testigo con agua destilada esteril con solucion Tween 80 al 0.1
% y un control no tratado. Los tratamientos se mantuvieron a temperatura ambiente
26+2°C y humedad realtiva de 75+3%.

Se evalué la mortalidad de las ninfas y de los adultos a los cinco y seis dias
respectivamente después de la aplicacion de las suspenciones. Se contabilizaron ninfas

y adultos muertos. De las ninfas y adultos muertos no micosados se seleccionaron varios
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individuos por tratamiento y se colocaron en camaras humedas para facilitar el
crecimiento de micelio y comprobar la infeccion del insecto. El experimento se repitié dos

VECes.

Figura 2-3: Materiales utilizados para las pruebas de patogenicidad de los hongos.

A. Vasos tipo veneciano con brotes tiernos infestados de D. citri B. Vasos tipo veneciano con
adultos de D. citri, en el interior se observan insectos y los brotes de M. paniculata. C. Aspersor
utilizado para la aplicacién de las esporas de los hongos.

2.1.14 Prueba de patogenicidad de los hongos
entomopatogenos en adultos de D. citri en plantulas de M.
paniculata.

La prueba se realizé en el municipio de Palmira. Se seleccionaron adultos de ambos

sexos de D citri, provenientes de la cria. Se transfirieron a plantas de mirto (M.

paniculata) sembradas en bolsas de polietilieno negras, calibre 9 x 2. Se cubrieron

individualmente con una malla entomolégica (80cm de largo y 60 de ancho), atada en los
dos extremos de la planta para evitar escape de adultos (figura 2—4). Se asperj6 5 ml de
cada una de las suspensiones de conidios (1 x 10 conidios/ml) cubriendo toda el area
foliar de la planta de mirto, para garantizar que las esporas de los hongos entren en
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contacto con los insectos. Las plantas con los diferentes tratamientos se dispusieron en
una area de 20m? con una tempertura promedio de 27°C y una humedad reativa
promedio de 75%. Se cubrié la parte aérea con una poli sombra al 80% a 100
centimetros por encima de las plantas, para evitar el efecto nocivo de los rayos
ultravioleta sobre las esporas. Se mantuvieron con riego diario, con el fin de brindar
condiciones de humedad apropiadas para el desarrollo del hongo. El ensayo Unicamente
se realizo en adultos de D.citri.

Figura 2-4 Plantas de mirto (M. paniculata) utilizadas en el bioensayo en adultos de D.
citri.

A. planta de mirto de aproximadamente 40 cm. B. Planta de mirto cubierta con malla

entomoldgica.

Se evalué la mortalidad causada por los hongos en los adultos de D. citri a los 7 dias
después de la inoculacion. Los insectos muertos se seleccionaron individualmente por
cada tratamiento y se colocaron en camaras humedas para facilitar el crecimiento de

micelio y comprobar la infeccién.
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2.1.15 Disefo estadistico

Las pruebas de patogenicidad de ninfas y adultos se realizaron bajo un disefio de
bloques completos al azar, que incluyé diez tratamientos; ocho tratamientos
corresponden a los hongos entomopatdégenos (5 de B. bassiana, y 3 de M. anisopliae),
un testigo con agua destilada estéril con solucién Tween 80 al 0.1 % y un control no
tratado, con cuatro repeticiones por aislamiento y 20 individuos por repeticion. Los
porcentajes de mortalidad se sometieron a andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (p<0,05). Para el andlisis

estadistico se utilizé el programa estadistico SAS 9.4 (SAS Institute Inc., 2012)

Los datos obtenidos de mortalidad para las pruebas de patogenicidad de ninfas y adultos
en condiciones de laboratorio fueron corregidos mediante la férmula de Abbott (1925),
debido a que se registré6 mortalidad en el testigo. Los porcentajes fueron trasformados

mediante la formula Arco senvx, para normalizacion de los datos.

MC = MTTO_- MT x 100
100 - MT

MC: Mortalidad Corregida (%)
MTTO: Mortalidad Tratamiento (%)
MT: Mortalidad Testigo (%)

2.2 Resultados

Se visitaron 71 fincas productoras de citricos y cuatro cercos vivos de M. paniculata,
donde se realizaron observaciones a 770 arboles de citricos. D. citri se detect6 en el 65%
de las fincas visitadas. Se colectaron adultos muertos de D. citri, aparentemente
micosados en las fincas: La Primavera, Paraguaicito y Caney en el departamento del
Quindio (Figura 2- 5) y las fincas El Castillo y La Primavera ubicadas en el municipio de
Caicedonia, Valle del Cauca (Figura 2- 6). También se colectaron insectos infectados en
dos cercos naturales de mirto (M. paniculata) de los municipios de La Union y Tulua
(Valle del Cauca). (Anexo D)
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Figura 2-5: Mapa del departamento del Quindio (Colombia) con la geo posicién de los

predios muestreados.
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Figura 2-6 Mapa del departamento del Valle del Cauca con la geo posicion de los

predios muestreados.
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2.2.1 Identificaciéon de aislamientos de hongos

entomopatdgenos

Se aislaron ocho cepas de hongos entomopatégenos. Los aislamientos CQ Caney 1, CQ
Caney 3, CV Castillo 1 y CV Primavera 2 se obtuvieron a partir de los insectos
sembrados directamente sobre el medio PDAY, previo a una seleccion de 15
aislamientos de hongos, de los cuales, ocho se sometieron a una prueba inicial de
patogenicidad. Los siete restantes no se sometieron a la prueba por que se contaminaron

y se eliminaron. Los aislamientos CQ La Primavera, CV La Union, CV Tres esquinas y
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CQ Paraguacito se obtuvieron a partir del proceso de maceracion de los insectos por

observacion de sus caracteristicas morfologicas.

La técnica de microcultivo permitié identificar que los ocho aislados obtenidos
anteriormente pertenecen a los generos Beauveria y Metarhizium, a los que se les
estudiaron sus caracteristicas microculturales mas notables. Para el género Beauveria se
observaron hifas septadas, lisas, filiades hinchadas que se adelgazan hacia la parte que
sostienen las esporas, conidias hialinas y lisas (Figura 2-7), para el género Metarhizium
se observaron hifas septadas, de color verde con extremos redondeados y agrupadas en
cadena (Figuras 2-8).

Durante el proceso de aislamiento y a partir de observaciones al microscopio (40X) se
determiné también la presencia de hongos pertenenciente al género Fusarium sp.,
Curvalaria sp., Pestalotia sp. y Aspergillus sp., considerados como hongos oportunistas
y/o contaminantes (Barnett; Hunter 1987), los cuales se excluyeron del estudio.

Figura 2-7: Estructuras microscopicas del hongo B. bassiana.

Fuente: Ramos. 2014.
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Figura 2-8: Estructuras microscépicas del hongo M. anisopliae.

Fuente: Ramos. 2014.

Figura 2-9: Hongos entomopatégenos, generos Beauveria y Metarhizium aislados de
adultos de D. citri muertos.

CV La Unién CQ Paraguaicito CV Tres esquinas

CQ Caney 1 CQ Caney 3 CV Castillo 1 CV Primavera 2

Fuente: Ramos. 2014.
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En la identificacibn molecular, cinco aislados correspondieron a la especie Beauveria
bassiana y tres a Metarhizium anisopliae (Tabla 2-1). Las cepas de B. bassiana fueron
aisladas de los insectos colectados en las fincas de La Primavera, Caney y en los cercos
vivos de mirto. Las cepas de M. anisopliae, fueron aisladas de los insectos colectados en
las fincas. Paraguaicito, La Primavera y Castillo (Tabla 2-1).

Tabla 2-1: Identificacion molecular de los aislamientos a partir de adultos muertos de D.

citri con la extraccion del ADNr y la comparacion de secuencias con el algoritmo BLAST

PUNTUACION
AISLAMIENTO ESPECIE IDENTIDAD % MAXIMA VALOR E
CQ La Primavera Beauveria bassiana 99 821 0.0
CV La Unién Beauveria bassiana 100 754 0.0
CQ Paraguaicito Metarhizium anisopliae 100 726 0.0
CV Tres esquinas Beauveria bassiana 100 833 0.0
CQCaney 1 Beauveria bassiana 99 695 0.0
CQ Caney 3 Beauveria bassiana 100 782 0.0
CV Castillo 1 Metarhizium anisopliae 100 693 0.0
CV Primavera 2  Metarhizium anisopliae 100 839 0.0

Las secuencias se sometieron a un analisis filogenético y los dendrogramas obtenidos
permitieron identificar que para el hongo B. bassiana los aislamientos obtenidos en la
presente investigacion estan dentro del grupo de B. basiana en el que se incluyen 18
accesiones (desde B.bassiana IBL 03043 a B. bassiana AY 334539), este grupo incluyé
los hongos de CENICAFE y las cepas reportadas en China por Ruan et al., (2010).

En el Dendrograma de B. bassiana se observa que las cepas obtenidas a partir de
adultos de D. citri en el Valle del Cauca y Quindio formaron dos grupos (variabilidad
genética cercana a 0,02). En el primer grupo se encuentran las cepas CQ Caney 1y CQ
Caney 3, muy cercanas a las accesiones FJAT 9620 y FJAT 9719 y el segundo grupo
encontramos las cepas CQ La Primavera, CV La Unién, CV Tres Esquinas, cercanas a
las accesiones AY 334536 y FJAT 9624 (Figura 2-10).
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Figura 2-10: Dendrograma de las secuencias del hongo B. bassiana empleando el
método de maxima verosimilitud basado en el modelo Tamura - Nei, con un modelo de
1000 Bootstrap.
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Nota: los valores quee aparecen en cada rama representan los valores bootstrap
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El dendrograma de M. anisopliae (Figura 2-11), mostré variabilidad genética entre las
cepas y se observo la formacion de cuatro grupos con un coeficiente de similitud cercano
a 0,5. Las cepas CQ Paraguaicito y CV Castillo se ubicaron en el grupo principal entre las
accesiones KP 067239 y CG 97 que correspondieron a M. anisopliae. La cepa CV La
Primavera, formo un grupo independiente que demuestra la varaiabilidad genética de las

cepas.

Figura 2-11: Dendrograma de las secuencias del hongo M. anisopliae empleando el
método de méxima verosimilitud basado en el modelo Tamura - Nei, con un modelo de
1000 Bootstrap.
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Nota: los valores que aparecen en cada rama representan los valores bootstrap
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2.2.2 Porcentaje de mortalidad en ninfas de D. citri en

condiciones de laboratorio

Para la variable de respuesta, el porcentaje promedio de mortalidad de ninfas de D. citri
en condiciones de laboratorio cuando fueron asperjadas con 1x10° esporas/ml, el analisis
de varianza mostro efecto de los tratamientos en ninfas tanto de Quindio (F= 64.7< P=
0.0001) como del Valle del Cauca (F= 73,64 < P=0.0001).

Tabla 2-2: Porcentaje de mortalidad de ninfas de D. citri, colectadas en el departamento
del Quindio e inoculadas con las cepas aisladas de adultos muertos de D. citri, (26 £ 2°C
y 75 = 3% HR, Palmira, 2014).

TRATAMIENTO HONGO % MORTALIDAD D.E
T5. CQ Caney 1 B. bassiana 93,75 a 12,7
T8. CV Primavera 2 M. anisopliae 93,75 a 9,55
T6. CQ Caney 3 B. bassiana 91,25 a 8,91
T4. CV Tres esquinas B. bassiana 84.38 ab 12,1
T3. CQ Paraguaicito M. anisopliae 82,50 ab 12,7
T7. CV Castillo 1 M. anisopliae 81,25 ab 13,4
T1. CQ La Primavera B. bassiana 77,50 ab 15,3
T2. CV La Unién B. bassiana 65,63 b 15,3
T.9 Testigo absoluto 3,75 ¢ 5,18
T10. Sin tratar 3,13 c 7,04

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presentan diferencias significativas
segun el analisis (Tukey p < 0.05). D.E. Desviacién Estandar.
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Tabla 2-3: Porcentaje de mortalidad de ninfas de D. citri, colectadas en el departamento
del Valle del Cauca, e inoculadas con las cepas aisladas a partir de adultos muertos de
Diaphorina citri, (26 = 2°C y 75 + 3% HR, Palmira, 2014).

TRATAMIENTO HONGO % MORTALIDAD D.E
T5. CQ Caney 1 B. bassiana 95,63 a 10,8
T6. CQ Caney 3 B. bassiana 93,75 a 12,7
T8. CV Primavera 2 M. anisopliae 93,75 a 12,1
T7. CV Castillo 1 M. anisopliae 91,25 a 10,8
T1. CQ La Primavera B. bassiana 90,00 a 12,1
T2. CV La Unién B. bassiana 87,50 a 13,4
T4. CV Tres esquinas B. bassiana 87,50 a 10,8
T3. CQ Paraguaicito M. anisopliae 85,63 a 17,8
T.9 Testigo absoluto 8,75 Db 10,1
T10. Sin tratar 250 b 7,07

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presentan diferencias significativas
segun el analisis (Tukey p < 0.05). D.E. Desviacion Estandar.

En la localidad del Quindio, la prueba de comparacion (Tukey p < 0,05) indic6 mayores
porcentajes de mortalidad para los tratamientos CQ Caney 1, CV Primavera 2 y CQ
Caney 3, en tanto, el tratamiento CV La Uniébn mostré menor porcentaje de mortalidad;
los tratamientos CQ La Primavera, CQ Paraguaicito, CV Tres esquinas y CV Castillo 1 no
presentaron diferencias con respecto a los demas aislamientos (Tabla 2-2). En la
localidad del Valle del Cauca la prueba de comparacién (Tukey p < 0,05) no mostro
diferencias significativas entre los aislamientos (Tabla 2-3). El porcentaje de mortalidad
de las ninfas fluctud entre 65.63 y 93.75%, para el Quindio y entre 85.63 y 95.63%, para
el Valle del Cauca, lo que indica que los tratamiento son patogénicos a las ninfas de D.
citri en condiciones de laboratorio. En el testigo absoluto se presenté mortalidad en las

ninfas de 3.75y 8.75% para el Quindio y Valle del Cauca, respectivamente.

Figura 2-12; Ninfas de D. citri infectadas con hongos entomopatégenos después de 5

dias de inoculacion bajo condiciones de laboratorio.
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Las ninfas infectadas por el hongo M. anisopliae, corresponde a la foto A (Cepa CV Primavera 2) y
las ninfas infectadas por el hongo B. bassiana, corresponden las fotos: B (Cepa CQ caney 1), C
(Cepa CQ Caney 3) y D (Cepa CV La Union) (10x). Foto: Ramos, 2014.

2.2.3 Porcentaje de mortalidad en adultos de D. citri en

condiciones de laboratorio

Para la variable de respuesta porcentaje de mortalidad de adultos de D. citri en
condiciones de laboratorio cuando fueron asperjadas con hongos en una concentracion
de 1x10° esporas/ml, el andlisis de varianza mostré efecto de los tratamientos en adultos
de la zona de Quindio (F= 42.69 < P=0.0001) y la zona del Valle del Cauca (F= 16.81 <
P=0.0001).

Tabla 2-4: Porcentaje de mortalidad de adultos de D. citri procedentes del Quindio e
inoculados con cepas aisladas de adultos muertos de Diaphorina citri, (26 £ 2°C y 75 *
3% HR, Palmira, 2014).
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TRATAMIENTO HONGO % MORTALIDAD D.E
T8. CV Primavera 2 M. anisopliae 84,38 a 14,1
T3. CQ Paraguaicito M. anisopliae 83,75 a 10,8
T5. CQ Caney 1 B. bassiana 81,88 a 12,1
T4. CV Tres esquinas B. bassiana 78,75 a 12,7
T1. CQ La Primavera B. bassiana 76,88 a 8,28
T6. CQ Caney 3 B. bassiana 76,88 a 11,5
T2. CV La Unién B. bassiana 74,38 a 10,7
T7. CV Castillo 1 M. anisopliae 73,13 a 12,7
T9. Testigo absoluto 46,25 b 17,7
T10.Sin tratar 6,88 b 8,83

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presentan diferencias significativas
segun el analisis Tukey (F= 42.69 < P=0.0001). D.E. Desviacién Estandar.

Tabla 2-5: Porcentaje de mortalidad de adultos de D. citri colectados en el Valle del
Cauca e inoculados con cepas aisladas de adultos muertos de Diaphorina citri, (26 = 2°C
y 75 + 3%HR, Palmira, 2014).

TRATAMIENTO HONGO % MORTALIDAD D.E
T4. CV Tres esquinas B. bassiana 83,75 a 17,8
T3. CQ Paraguaicito M. anisopliae 80,00 ab 26,1
T7. CV Castillo 1 M. anisopliae 80,00 ab 6,36
T8. CV Primavera 2 M. anisopliae 78,75 ab 11.5
T6. CQ Caney 3 B. bassiana 78,13 ab 20,4
T5. CQ Caney 1 B. bassiana 77,50 ab 15,3
T1. CQ La Primavera B. bassiana 73,13 ab 15,3
T2. CV La Unién B. bassiana 66,23 b 17,8
T9. Testigo absoluto 53,75 ¢ 9,54
T10.Sin tratar 15,63 ¢ 14,8

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presentan diferencias significativas
segun el analisis Tukey (F= 16.81 < P=0.0001). D.E. Desviacién Estandar.

El porcentaje de mortalidad de adultos de D. citri bajo condiciones de laboratorio con una
temperatura de 26£2°C y humedad realtiva de 75+3% realizado en el primer semestre de

2014 en el Quindio, no presenté diferencias significativas entre aislamientos (Tabla 2-4).
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En el Valle del Cauca, el tratamiento CV La Union presentd el porcentaje mas bajo de
mortalidad en adultos con el 66,23%, siendo estadisticamente diferente del tratamiento
CV Tres Esquinas que presenté el mayor porcentaje de mortalidad con 83.75%. Los
tratamientos CQ La Primavera, CQ Paraguaicito, CQ Caney 1, CQ Caney 3y CV Castillo
1 no presentaron diferencias con respecto a los deméas (Tabla 2-5) (F= 16.81 < P=
0.0001). Todos los tratamientos de hongos mostraron patogenicidad sobre adultos de D.
citri (Figura 2-13). El tratamiento testigo presentd mortalidad sobre adultos en las dos
localidades, los insectos muertos en el testigo no presentaron esporulacion. La
esporulacion soporta los resultados, denotando que la muerte se devio a la accién de los
hongos inoculados.

Figura 2-13: Adultos infectados con hongos entomopatégenos después de 6 dias de la

aspersion bajo condiciones de laboratorio.

Los adultos infectados por el hongo M anisopliae corresponden a las fotos: A (Cepa CQ
Paraguaicito), C (CV Castillol), y D (Cepa CV Primavera 2) y los adultos infectados por el hongo
B. bassiana corresponden a las fotos B (Cepa CQ caneyl), E (Cepa CQ Caney 3) y F (Cepa CV
Tres Esquinas) (10X) departamentos de Quindio y Valle del Cauca, Colombia. Foto: Ramos, 2014.
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2.2.4 Porcentaje de mortalidad en ninfas y adultos de D. citri en
las dos localidades

El porcentaje de mortalidad en las dos localidades para ninfas y adultos de D. citri, segin

el andlisis de varianza (ANOVA), presentd diferencias significativas entre tratamientos
(F=173.48 < P. 0.0001)

Figura 2-14: Porcentaje de mortalidad de ninfas de D. Citri (26 £ 2°C y 75 + 3% HR,
Palmira, 2014).
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Figura 2-15: Porcentaje de mortalidad de adultos de D. Citri (26 £ 2°Cy 75 + 3% HR,
Palmira, 2014).
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El porcentaje de mortalidad para ninfas mostré que el tratamiento CQ Caney 1 presento
el mayor porcentaje de mortalidad y difiere estadisticamente en su patogenicidad de los
tratamientos CQ La Primavera, CV La Unién, CQ Paraguaicito, CV Tres esquinas y CV
Castillo 1. Los tratamientos CQ Caney 3 y CV La Primavera 2 no difieren
estadisticamente de los demas aislados (Figura 2-14). Para adultos se destacan los
tratamientos CQ Paraguaicito, CV Tres Esquinas y CV La Primavera 2 con los mayores
porcentajes de mortalidad. Se observa diferencias significativas en su patogenicidad con
los tratamientos CQ La Primavera, CV La Unién, CQ Caney 3y CV Castillo 1 (F=173.48
< P. 0.0001) (Figura 2-15). El tratamiento CV La Unién presenté el menor porcentaje de
mortalidad para ninfas y adultos. El porcentaje de mortalidad promedio para ninfas fluctué
entre 75.63 y 94.69%, en adultos la mortalidad oscilo entre 69.63 y 84.6%.

Tabla 2-6: Porcentaje de mortalidad de D.citri, con relacion al estado de desarrollo del
insecto y la localidad evaluada (26 + 2°C y 75 + 3% HR, Palmira, 2014).
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Laboratorio Sobre plantulas de
M. paniculata % mortalidad
. - de ninfas +
Localidad Ninfas Adultos Adultos adultos en
% % % laboratorio
mortalidad DM.S. mortalidad D.M.S. mortalidad D.M.S.
Valle del 6624a 03  4012b 04  2115a 0.6 53.43 a
Cauca
Quindio 60,50 b 0,29 4522 a 0,27 16,90 b 0,18 53.45a

Valores con la misma letra dentro de la misma columna no presentan diferencias significativas
segun el analisis de Tukey (P< 0.05). D.M.S Diferencia Minima Significativa.

El porcentaje de mortalidad no mostré diferencias significativas entre localidades en
condiciones de laboratorio (F = 0,03 > P = 0,8595). Sin embargo, existen diferencias
significativas para la relacion entre el estado y las localidades (F = 16,84 < P = 0.0001)
(Tabla 2-6) siendo mayor para las ninfas. El porcentaje de mortalidad de las ninfas difiere
significativamente con el porcentaje de mortalidad de adultos. Las ninfas son mas
susceptibles que los adultos a la infeccién por hongos en condiciones de laboratorio (26 +
2°Cy 75 + 3% HR, Palmira, 2014) (Figura 2-16).

Figura 2-16: Porcentaje de mortalidad de D.citri por estado de desarrollo del insecto
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2.2.5 Mortalidad promedio de adultos D. citri, sobre plantulas de

M. paniculata.

Los hongos fueron patogénicos contra adultos de D. citri, expuestos a una concentracion
de 1x10° esporas. El porcentaje de mortalidad de adultos para la zona del Quindio (F=
12,48 < P = 0.0001) vy el Valle del Cauca (F = 27,42 < P = 0.0001) mostr6 diferencias

significativas entre tratamientos.

La mortalidad promedio de adultos en el Quindio no mostré diferencias significativas
entre la patogenicidad de las cepas (Tabla 2-7). En el Valle del Cauca el tratamiento CQ
La Primavera present6 el mayor porcentaje de mortalidad con el 27,5%, en tanto, el
tratamiento CV Tres Esquinas mostré el menor porcentaje de mortalidad con 12,5%; los
tratamientos CV La Unién, CQ Paraguaicito, CQ Caney 1, CV Castillo 1 y CV Primavera
2 no presentaron diferencias con respecto al tratamientos CQ La primavera y CQ Caney
3, pero difieren estadisticamente del tratamiento CV Tres Esquinas (Tabla 2-8).

Tabla 2-7: Porcentaje de mortalidad promedio de adultos de D. citri procedentes del
departamento del Quindio, sobre plantulas de M. paniculata. (27°C. y 75% HR, Palmira,
2014).

% MORTALIDAD

TRATAMIENTO PROMEDIO D.E.
T1. CQ La Primavera 15,00 a 5,37
T3. CQ T4. Paraguaicito 13,75 a 10,8
T2. CV La Unién 12,50 a 9,55
T5. CQ Caney 1 11,88 a 5,73
T7. CV Castillo 1 11,25 a 3,18
T8. CV Primavera 2 11,25 a 8,91
T4. CV Tres esquinas 10,63 a 4,45
T6. CQ Caney 3 8,13 a 10,7
T9. Testigo absoluto Ob 0

T10. Testigo sin tratar Ob 0

Valores con la misma letra en la misma columna no presentan diferencias significativas segun el
andalisis de Tukey (P< 0.05). D.E. Desviacion Estandar.
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Tabla 2-8: Porcentaje de mortalidad promedio de adultos de D. citri procedentes del
departamento del Valle del Cauca, sobre plantulas de M. paniculata. (27°C. y 75% HR,
Palmira, 2014).

% MORTALIDAD

TRATAMIENTO PROMEDIO D.E
T1. CQ La Primavera 27,50 a 6,36
T2. CV La Unién 22,50 ab 5,09
T7. CV Castillo 1 20,00 abc 5,73
T3. CQ Paraguaicito 16,88 abc 5,09
T5. CQ Caney 1 16,25 abc 8,28
T8. CV Primavera 2 15,00 abc 3,82
T6. CQ Caney 3 13,75 bc 7,01
T4. CV Tres esquinas 12,50 c 12,1
T9. Testigo absoluto od 0

T10. Testigo sin tratar od 0

Valores con la misma letra en la misma columna no presentan diferencias significativas segun el

analisis de Tukey (P< 0.05). D.E. Desviacion Estandar.

El porcentaje de mortalidad de los adultos fluctué entre 8.13 y 15% para el Quindioy 12.5
a 27.5% para el Valle del Cauca, lo que indica que las cepas son patogénicos a los

adultos de D. citri.

Figura 2-17: Porcentaje de mortalidad de adultos de D. citri en las dos localidades sobre

plantas de mirto (M. paniculata).
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La mortalidad de adultos sobre plantulas de M. paniculata para las dos localidades arroj6é

diferencias significativas entre localidades (F=57.80 < P = 0.0001). El tratamiento CQ La

Primavera presentd el mayor porcentaje de mortalidad con el 28,66%, mientras los

tratamientos CQ Caney 3 y CV Tres esquinas presentaron los menores porcentajes de
mortalidad de adultos con 19,18 y 20,38%, respectivamente. Los tratamientos, CV La
Unién, CQ Paraguacito, CQ Caney 1, CV Castillo 1 y CV Primavera 1 no difieren
estadisticamente entre los demas tratamientos (Figura 2-17).

El promedio de la mortalidad de adultos realizado sobre plantulas de M. paniculata para

la zona del Valle del Cauca con el 21.09% difiere significativamente del promedio de la
mortalidad de adultos de la zona del Quindio con 16.56% (F=19.61 < P = 0.0001).

2.3 Discusion

La presencia de D. citri en Colombia y la reciente deteccién de Candidatus Liberibacter

asiaticus en el departamento de la Guajira, ha convertido al insecto en una amenaza

para la produccion citricola, dado que como vector responsable de la transmision de la
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bacteria Candidatus Liberibacter spp., causa la enfermedad Huanglongbing (HLB) (Tsai;
Wang; Liu, 2000).

La disminucion de las poblaciones del vector es una de las estrategias recomendadas
para reducir la incidencia de la enfermedad en los cultivos. Actualmente el uso de hongos
entomopatdgenos se considera como una de las alternativas promisorias para el control
de D. citri, frente al manejo tradiconal, como la aplicacion de insecticidas sistémicos
como herramienta de control que se viene utilizando. (Charnley; Collins, 2007; Gouli et
al., 2008; Hall, 1981; Shahid et al., 2012), disminuyendo el riesgo de causar efectos

negativos en el ambiente y en los seres humanos (Cafiedo; Ames, 2004).

Teniendo en cuenta lo anterior, en la presente investigacion se detalla la exploracién,
aislamiento, identificacibn molecular y evaluaciones de la patogenicidad de hongos
entomopatdégenos que se obtuvieron a partir de individuos de D. citri micosados
colectados en cultivos de citricos y cercos vivos de M. paniculata en los departamentos
del Valle del Cauca y Quindio, en Colombia. Durante el desarrollo del trabajo se
identificaron dos especies de hongos entomopatogenos (Beauveria bassiana vy
Metarhizium anisopliae) parasitando adultos de D. citri en campo. Esto indica la

existencia de hongos patégenos que regulan de poblaciones de D. citri en campo.

La identificacion realizada en el presente estudio, de los hongos B. bassiana y M.
anisopliae son un aporte importante para el control de D. ctri, especialmente porque son
hongos entomopatdgenos que han sido reportados por diversos autores, quienes los
sefialan como agentes biol6gicos con buena capacidad para controlar eficientemente una
gran variedad de plagas de interés agricola entre ellas D. citri (Charnley; Collins, 2007;
Gouli et al., 2008; Hall, 1981; Shahid et al., 2012).

Por otra parte, los hongos Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, son los mas
estudiados como biocontroladores de insectos, debido a su eficiencia y facilidad de
multiplicacién (Lagos, 2007), sin embargo, hay aun mucho trabajo por hacer para tener
bioplaguicidas eficientes basados en hongos, siendo el primer paso para la obtencion de

bioinsecticidas el aislamiento, caracterizacion y multiplicacion de estos microorganismos.
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Identificacion molecular

Aunque la taxonomia clasica basada en caracteristicas morfologicas se utiliza
extensivamente en la identificacion de hongos, a menudo es insuficiente para identificar
unas especies cuando se utiliza solo esta herramienta, por lo que recientemente la
secuenciacibn de genes ha sido usada para complementar las descripciones
morfoldgicas e identificar las cepas con mayor exactitud (Petit; Gubler, 2005). En este
estudio se amplifico el espaciador interno ITS de la region del ADN ribosomal con el fin
de identificar los hongos aislados.

La identificacion y la determinacion de la diversidad genética de hongos
entomopatégenos se realiz6 con la secuenciacion de la region ITS 1 y 2 del ADNr
(Coates; Hellmich; Lewis, 2002), teniendo en cuenta que es uno de los marcadores
moleculares utilizado con frecuencia para identificar las especies de hongos (Rehner et
al., 2006) y es eficaz en la resolucién del perfil taxonémico del género Beauveria y en la
identificacion de razas en Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Hegedus;
Khachatourians, 1995; Hegedus et al., 1998).

La region ITS del ADNr permiti6 identificar las especies B. bassiana, B. asiatica y
Lecanicillium attenuatum a partir de insectos micosados de D. citri (Ruan et al., 2010); y
19 cepas del hongo B. basiana, 2, cepas de M. anisopliae y 14 cepas de |I.
fumosoroseae, procedentes de muestras de suelo de las zonas citricolas de Mexico
(Galan Franco, 2012).

Presencia de B. bassiana y M. anisopliae en D. citri

Los hongos B. bassiana y M. anisopliae, son habitantes naturales, saprofitos con alta
persistencia en el suelo (Sun; Liu., 2008) y su frecuencia en suelos cultivados (Quesada-
Moraga et al., 2007), B. bassiana y M. anisopliae son considerados patégenos de
insectos por su capacidad de adaptacion sobre su hospedero, la rapidez para ingresar y
causar efecto letal en el mismo, por lo que han sido determinados como organismos con
caracteristicas de especialistas 0 sea que existen algunos linajes especializados que
filogenéticamente pueden infectar a un grupo especifico de insectos (Lépez et al., 1999) y
una eventual capacidad para infectar insectos que no son hospederos habituales
(Rehner; Buckley, 2005).
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Los hongos entomopatdgenos aislados a partir de adultos de D. citri incluyen a Hirsutella
citriformis Speare, en Indonesia (Subandiyah et al., 2000), Isla Guadalupe (Etienne et al.,
2001), México (Hall et al., 2012) y Cuba (Sandoval-Rincon et al., 2010), igualmente en
México y Estados Unidos se aislo una especie no identificada del hongo Hirsutella sp.
(Meyer; Hoy; Boucias, 2007), e identificaron los hongos lIsaria fumosorosea (Wize)
(=Paecilomyces fumosoroseus (Wize) (Samson, 1974; Subandiyah et al., 2000),
Verticillium lecanii (Zimmerman) Viegas (Lecanicillium lecanii), atacando adultos de D
citri. También se ha reportado a B. bassiana, en estudios realizados por Padulla; Alves
(2012) La cepa Esalg-PL63, B. bassiana, causé una mortalidad aproximada del 72% de
las ninfas, a los siete dias después de la inoculacion. En China se report6 el aislamiento
de 6 cepas del hongo B. bassiana, colectados a partir de muestras de suelo y de
cadaveres micosados de adultos del psilido asiatico de los citricos sobre plantas de

Murraya sp., en la provincia de Fujian (Ruan et al., 2010).

Para Suramerica se han reportado B. bassiana y M. anisopliae parasitando adultos de D.
citri; (Padulla; Alves 2009; Pinto et al., 2012) y (Padulla; Alves 2009), respectivamente.
En Mexico (Gandarilla-Pacheco; Arroyo; Quintero-Zapata 2013; Lezama-Gutiérrez et al.,
2012) y Lezama-Gutiérrez et al., (2012) también reportaron la presencia de B. bassiana y

M. anisopliae, respectivamente, parasitando adultos de D. citri.

En Colombia, se identificaron dos generos de hongos entomopatégenos Paecilomyces y
Beauveria que fueron obtenidos a partir de adultos infectados de D. citri. Los hongos
entomopatégenos Paecilomyces sp., Paecilomyces variotii, y Beauveria sp., fueron
colectados en el departamentos de Cérdoba y Beauveria sp., Paecilomyces sp.,
colectados en los departamentos del Tolima y Valle del Cauca, respectivamente
(CORPOICA 2014).

Variabilidad genética de B. bassiana y M. anisopliae

Para el analisis filogenético de B. bassiana se incluyeron secuencias reportadas en la
base de datos de NCBI del hongo Beauveria aislado de adultos de café Hypothenemus
hampei colectados en Colombia por parte de CENICAFE y de adultos de D. citri
colectados en la provincia de Fujian, China, asi como también algunas especies de
Beauveria consideradas entomopatdgenos. Para M. anisopliae se tomaron secuencias

reportadas en la base de datos del NCBI, aisladas en Colombia e identificadas estudios
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de diversidad y algunas secuencias de especies del género Metarhizium como M.

globosum, M. frigidum, M. cylyndrosporum y M. acridum.

En los dendrogramas podemos observar que el distanciamiento génetico mostrado por B.
bassiana es minimo (0,02), sin embargo el hongo M. anisopliae presenta la formacion de
dos grupos geneticamete independientes. Estos resultados no son contundentes, por lo
gue se recomienda hacer nuevos estudios con diferentes marcadores moleculares como
RAPD, RLFP y SSR, los cuales permitan complementar y evidenciar mejor la
diferenciacion genética entre los aislados (Becerra, et al., 2007).

Beauveria bassiana

Un nuamero creciente de estudios apuntan a una amplia correlacién de los aislados
fungicos con su lugar de origen y/o habitats (Wang et al., 2003). Para B. bassiana, los
factores que pueden influir en su estructura son muchos e incluyen condiciones
climaticas, variacion en la temperatura en el que los diversos aislados pueden crecer en
la naturaleza, el nivel de humedad, la exposicién a rayos UV, el habitat, el sistema de
cultivo y las propiedades del suelo (Ghikas; Kouvelis; Typas, 2010). En este estudio, los
resultados obtenidos en el analisis filogenético no permitieron establecer una corelacién
entre el hospedero y su zona de procedencia, puede explicarse porque los hongos
proceden de zonas citricolas del Valle del Cauca y Quindio las cuales hacen parte del
ndcleo productivo del sur occidente colombiano. Estas zonas cuentan condiciones
climaticas favorables para la produccion de citricos (MINAGRICULTURA, 2012).

En la figura 2-10 se observa que las cepas de B. bassiana: CV La Union, CQ la
Primavera y CV Tres Esquinas son muy cercanas a las cepas de CENICAFE AY 334536
y AY 334540, que son cepas aisladas de Hypothenemus hampei Ferrari (Coleoptera:
Curculionidae: Scolytinae) y consideradas como precursoras de las cepas comerciales
para la elaboracion de bioinsumos que se utilizan en los dos departamentos para el
control de plagas en diversos cultivos. Los agricultores, de la zona de estudio comentan
sobre aplicaciones frecuentes de productos comerciales como “Micosis WP” o
“Tropimezclas® WP” para el control de la broca del café y del picudo de los citricos

Compsus n. sp. (Coleoptera: Curculionidae).
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Por lo anterior es posible que los aislamientos encontrados correspondan a cepas del
hongo B. bassiana que se aislaron de adultos de broca del café y que por su condicion
de hongo entomopatogeno oportunista es capaz de atacar una amplia gama de insectos
(Marin; Bustillos, 2008), por tal motivo actualmente se lo encuentra parasitando adultos
de D. citri. Al respecto el Instituto Colombiano Agropecuario ICA, en su lista de
bionsumos registrados para Colombia menciona, que no existen bioinsumos registrados
para el control de D. citri. Los productos biolégicos existentes no estan recomendados
para el control de plagas en citricos (ICA, 2015); aunque en la practica se usan para el

control de diversos insectos como el picudo de los citricos.

La estructura genética de B. bassiana surge de la interaccion de varios factores, como
las mutaciones, la deriva genética y en algunos casos la seleccién y la variacion de
genes (Rehner; Buckley, 2005). Sin embargo, las cepas CQ Caney 1 y CQ Caney 3 se
agrupan muy cerca de las cepas FJAT 9620 y FJAT 9719, aisladas de adultos de D. citri
en la provivincia de Fujian, China, que se identificaron como B. bassiana y se ubican
dentro del grupo principal, lo anterior nos permite presumir gue son cepas que presentan
cierta especificidad con D. citri, independientemente que su sitio de origen sea

geograficamente distante.

Paccola Meirelles; Azevedo (1991) mencionan que el intercambio genético de B.
bassiana es limitado frente a la capacidad de dispersion del hongo, nos permite suponer
la existencia de una poblacion fuertemente estructurada, especialmente cuando los
hongos aislados provienen del mismo hospedero. Lo anterior ratifica la cercania de las
cepas CQ Caney 1 y 3 frente a las cepas de B. bassiana aisladas en la provincia de

Fujian, China.

Al respecto Rehner; Buckley, (2005) en un estudio de diversidad genética con
aislamientos de B. bassiana procedentes de varias regiones del mundo, consideran que
B. bassiana no es un hongo monofilético y consta de dos linajes no relacionados como
son el clado Ay C. El clado A, se distribuye en todo el mundo e incluye los el teleomorfos
asiaticos Cordyceps staphylinidaecola y su probable sin6bnimo C. bassiana, lo que
explicaria el porque de la cercania de los aislamientos identificados en este trabajo con

los aislamientos identificados en Fujian, China.
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El género Beauveria es un entomopatdégeno hifomiceto que puede ser trasportado por el
viento, la lluvia, el suelo y el hombre. B bassiana esta distribuido en todo el mundo
(Ruan et al., 2010).

Metarhizium anisopliae

El andlisis filogenético de M. anisopliae se observa en la figura 2-11 que las cepas CQ
Paraguaicito y CV Castillo son genéticamente similares y se ubican dentro del grupo
principal de M. anisopliae, en cambio la cepa CV La Primavera 2 difiere genéticamente
de los anteriores aislamientos y forma un grupo independiente dentro del Dendrograma,
Mufioz (2015) afirma que es posible que en alguna parte de la cadena de genes exista
una variacion en los nucle6tidos que genera la separacién, conservando su clasificacion

(comunicacioén personal, Septiembre, 2015).

Al respecto Fegan et al., (1993) manifiestan que M. anisopliae presenta un alto grado de
diversidad genética que estaria relacionada con la localizacion geografica y la
patogenicidad. Sin embargo, Hajek; St. Legger (1994) sefalan que el aislamiento
geogréfico y la limitada capacidad de dispersion de las esporas de M. anisopliae podrian
ser importantes en la evolucion de los diferentes genotipos. Estos autores también
mencionaron que la variabilidad intraespecifica de los hongos ha sido caracterizada por

las diferencias con respecto a la patogenicidad.

La diversidad genética intraespecifica del aislamiento CV la Primavera 2 puede estar
relacionado con la patogenicidad reportada sobre ninfas y adultos de D. citri, en este
estudio, ya que este aislamiento es considera como promisorio para el control de D. citri,
por sus altos porcentajes de mortalidad. Varios trabajos reportan que el hongo M.
anisopliae presenta alta variabilidad intraespecifica caracterizada por diferencias en la
patogenicidad, en la variabilidad y en la susceptibilidad del hospedero, lo que demuestra
la ocurrencia potencial de coevaluacion entre el insecto hospedero y el patégeno, que
presumiblemente evolucionaron a través de una especializacién patogénica (Hajek; St.
Legger, 1994).

La transicion evolutiva de Metarhizium spp., relacionada con la patogenicidad de
insectos, ha implicado adaptaciones en la nutricion del hongo debido al gran nimero de

proteasas, lipasas y quitinasas que pueden digerir de las cuticulas de los insectos vy el



74 Identificacién de hongos entomopatégenos de Diaphorina citri Kuwayama, en los
departamentos del Valle del Cauca y Quindio, Colombia

cuerpo del anfitrion, especialmente las quimotripsinas, que son especificas del género
Metarhizium y puede haber sido adquirida por un evento de trasferencia horizontal de
genes facilitando la adaptacion del hongo a nuevos entornos (Gao et al., 2011).

Muchas de las cepas de Metarhizium estan incluidas en unas pocas clases de genotipos
geograficamente distribuidos y que la persistencia de estos genotipos en el tiempo y
espacio, sugiere que en muchas situaciones estos hongos han tenido una estructura

poblacional clonal (Hajek; St. Legger, 1994).

Los aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana se obtuvieron a partir de psilidos
infectados colectados en campo, al ser aislados de este insecto, se convierten en
candidatos potenciales para ser usados como agentes de control biolégico, en cultivos de
citricos, sugiriendo la especificidad de los aislamientos hacia el insecto (Restrepo
Quiroz, 2015) si se compara con cepas que proceden de muestras de suelo, o de otros
hospederos, puesto que estos aislamientos han crecido sobre el insecto blanco y no son
cepas que puedan ser saprofitas del suelo garantizando de esta manera su efecto
patogénico (Jackson; Dunlap; Jaronski, 2010). Sin embargo, Moorhouse; Gillespie;
Charnley (1993) sefialan que la capacidad germinativa y patogénica de los hongos

entomopatdgenos no obedece al hospedante original del mismo.

Patogenicidad de B bassiana y M anisopliae

Los hongos B. bassiana y M. anisopliae presentaron patogenicidad tanto para ninfas
como para adultos de D. citri, en condiciones de laboratorio y sobre las plantulas de M.
paniculata, lo que concuerda con las investigaciones reportadas por Mellin-Rosas et al.,
(2009); Conceschi (2013); Hajek; St. Leger (1994).

En las pruebas de patogenicidad las ninfas de D. citri presentaron mayor susceptibilidad
al ataque de hongos con un 63,71% de mortalidad que los adultos con 42,93% de
mortalidad, bajo condiciones de laboratorio, posiblemente porque las ninfas presentan la
cuticula menos esclerotizada lo que facilita la adhesion y penetracion de la espora
Conceschi (2013), aumentando la susceptibilidad de la cuticula del insecto a la
germinacion, penetracion del tubo germinativo y finalmente el desarrollo del patégeno en

el cuerpo del insecto (Hajek; St. Leger, 1994). Contrariamente los lipidos cuticulares de
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los adultos podrian interferir en el proceso de infeccion (James, Buckner, Freeman,
2003).

Precisamente diferentes autores reportan mayor mortalidad para ninfas que para adultos
de D. citri. Conceschi (2013) encontré una mortalidad superior al 90 % sobre ninfas del
primer instar, mientras que para adultos oscil6 entre 59 y 74% con la aplicaciéon del
hongo B. bassiana en condiciones de laboratorio; resultados similares a los reportados
en esta investigacion. Lezama-Gutiérrez et al., (2012) también encontré6 mayor
susceptibilidad en las ninfas que los adultos de D. citri cuando se asperjaron con hongos
entomopatégenos en concentraciones de 1X108 esporas/mL, especialmente de M.

anisopliae en condiciones de campo.

Cabe destacar, que los aislamientos obtenidos proceden de adultos infectados en
campo, lo que permite sugerir la existencia de especificidad en las distintas cepas. La
especificidad es una de las caracteristicas de los hongos entomopatbgenos, la cual es
citada como una ventaja al no dafiar organismos benéficos (Glare, 1992; Tanada; Kaya,
1993; Alves, 1998). Esta caracteristica es causada por variabilidad en cuanto a la
capacidad de adherencia y/o penetracion de la conidia en el integumento, ademas de su
actividad toxicogénica (Vey; Fargues; Robert, 1982). La primera barrera que opone el
insecto a la penetracion del patégeno es la cuticula, la cual difiere marcadamente entre el
estadio ninfal o el adulto, por lo cual, no necesariamente un buen aislamiento de

entomopatdgeno para adulto va a ser igualmente efectivo para las ninfas.

Otro factor relacionado con la susceptibilidad de las ninfas de D. citri al ataque de
hongos, radica posiblemente en la menor proteccion cerosa comparada con la que
presentan los adultos y que disminuye la colonizacién y penetracion de los hongos
(Conceschi, 2013). Resultados similares obtuvieron Padulla; Alves (2009) con
aplicaciones en torre de potter en condiciones laboratoriales, con una mortalidad en
ninfas en un rango de 54 a 72% con cepas de B. bassiana, a una concentracion de 5 x
107 conidios mL-1; y Mellin-Rosas et al., (2009) evaluaron cepas de M. anisopliae y B.
bassiana a una concentracion de 1 x 107 conidios mL-1 obteniendo mortalidades hasta

de 79.4, y 30.4% en ninfas de D. citri, respectivamente.
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Ruan et. al., (2010) encontraron mortalidades que oscilaron entre 33 y 98% ocasionada
por las cepas FJAT-9720, FJAT-9622, FJAT-9719 y FJAT-9623, FJAT-9620, FJAT-9621
y FJAT-9624 de B. bassiana en adultos de D. citri, siete dias después de hacer la
aspersion. En esa investigacion, aunque la muestras de hongos aislados, excepto FJAT-
9720, se origind a partir de muestras de suelo, los hongos mostraron patogenicidad
contra los adultos del psilido asiatico de los citricos. La patogenicidad de B. bassiana
sobre adultos de D. citri también fue reportado por Rivero Aragon; Grillo Ravelo (2000);
Yang et al., (2006); Padulla; Alves (2009).

Los hongos B. bassiana y M. anisopliae evaluados en el presente estudio presentaron
diferencias en su patogenicidad en ninfas y adultos de D. citri en condiciones de
laboratorio y en adultos de D. citri sobre las plantulas de M. paniculata. Para B. bassiana
bajo condiciones de laboratorio la mortalidad en ninfas de D citri, oscilé entre 76,57 y
94,6%, destacandose la cepa CQ Caney 1 como la mas patogénica, la mortalidad en
adultos de D. citri vari6é entre 70,31 y 81,3%, siendo la cepa CV Tres Esquinas la de
mayor patogenicidad para las dos localidades y la mortalidad de adultos de D. citri sobre
plantulas de M. paniculata oscilé entre 19,18% (cepa CQ Caney 3) y 28,66% (cepa CQ

La Primavera).

Para el hongo M. anisopliae bajo condiciones de laboratorio, la mortalidad en ninfas de D.
citri oscilé entre el 84,03 y 93,75% y en adultos entre 76,6 y 82,0%, destacandose la
cepa CV Primavera 2 como la méas patogénica en los dos estados de desarrollo del
insecto, en las dos localidades. La mortalidad de adultos sobre plantulas de M. paniculata
varié entre 22,39% (cepa CV Primavera 2) y 23,56% (cepa CV Castillo) en las dos
localidades.

Al respecto Orozco (2011) menciona que la patogenicidad esta claramente relacionada
con las cepas aisladas, ya que no todas poseen la misma capacidad de llevar a cabo su
ciclo infeccioso en un mismo hospedero, generando diferentes niveles de mortalidad e
incluso disminuyendo su tiempo accion. El grado de patogenicidad de los hongos
entomopatégenos puede variar de acuerdo con el sustrato de procedencia, su nicho

ecoldgico y sus condiciones fisiologicas y metabdlicas (Hajek; St. Leger 1994).
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Padulla; Alves (2009) en su investigacion sobre la susceptibilidad de ninfas de D. citri a
hongos entomopatdégenos, encontraron diferencias con respecto a la patogenicidad entre
aislamientos de M. anisopliae y B. bassiana, destacando que estas diferencias pueden
estar relacionadas con la virulencia, especificidad y tolerancia del hospedero (Alves;
Leucona 1998; Vestergaard et al., 1995) y en consecuencia, la produccion de
metabolitos secundarios que influyen la capacidad del patégeno para causar la
enfermedad. Ademas de las cualidades intrinsecas de la sensibilidad de los patégenos
y/o la resistencia natural del insecto hospedero es otro factor a ser considerado en la
patogenicidad de un aislado (Alves, 1998).

Susceptibilidad de Diaphorina citri a Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana

Las pruebas de patogenicidad realizadas sobre ninfas de D. citri en condiciones de
laboratorio y adultos sobre plantulas de M. paniculata mostraron que los insectos de D.
citri del Valle del Cauca fueron mas susceptibles al ataque de hongos entomopatdégenos
gue las ninfas en condiciones de laboratorio y los adultos sobre plantulas de M.
paniculata del Quindio. Estas diferencias pueden estar sujetas a la variabilidad genética
de las poblaciones de D. citri (Moncayo et al., 2013) y a las condiciones ambientales de
cada una de las zonas. (Garcia Pérez, 2013). Sin embargo, la mortalidad de los adultos
de D. citri en condiciones de laboratorio del Quindio, fueron mas susceptibles al ataque
de los hongos que los insectos del Valle del Cauca. Esta situacién puede deberse a la
mortalidad elevada que se presentd en el testigo absoluto durante la realizacién del
ensayo. También cabe destacar que no se presentaron diferencias entre las dos

localidades bajo condiciones de laboratorio.

La variacion en la suceptibilidad puede ser argumentada desde lo planteado por
Moncayo et al., (2013) que afirma que los indices de diversidad genética encontrados en
las poblaciones de D. citri fueron relativamente similares, indicando una separacion
reciente de las poblaciones del psilido asiatico de los citricos en las localidades del Valle
del Cauca y Quindio, geograficamente similares y que los adultos de D. citri se
encuentran en expansion, sin una diferenciacion que conlleve a la generacion de nuevos

biotipos capaces de adaptarse a nuevos ambientes.

Las investigaciones realizadas por Moncayo et al., (2013) sobre la variabilidad genética

de las poblaciones de D. citri, concluyeron que los insectos de la zona del Quindio
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presenta mayor variabilidad genética intrapoblacional con relacion a las poblaciones de
D. citri en el Valle del Cauca. La variabilidad genética de poblaciones de las especies
invasoras como D. citri es de gran importancia ya que permite entender la relacién
existente entre el insecto plaga y los agentes de control biolégico, especialmente de
hongos entomopatégenos (Hoy; Nguyen, 2000; Boykin et al., 2007).

La mayoria de los estudios de patogenicidad de hongos entomopatdégenos de D. citri
realizados hasta el momento, han sido adelantados en condiciones de laboratorio. Existe
poca informacién sobre el uso de hongos entomopatdégenos en el control de D. citri en
campo. En la presente investigacion se obtuvo una mortalidad de adultos de D. citri
inferior al 30% sobre plantulas de M. paniculata. Las especies, M. anisopliae, C. bassiana
e |. fumosorosea, disminuyeron en campo las poblaciones de adultos de D citri de dos a
un adulto por brote, después de 64 dias de aplicacion de los hongos (Lezama-Gutiérrez
et al., 2012).

En el presente estudio la mortalidad de adultos sobre plantulas de M. paniculata fue baja
(19.17%) frente a la obtenida en el laboratorio (42.67%); posiblemente debido a que
durante la realizacion de los ensayos las condiciones climaticas fueron adversas para el
desarrollo de los hongos, debido al fenémeno climéatico de El Nifio. Las temperaturas
maximas y minimas encontradas durante la realizacion del ensayo de patogenicidad
estuvieron en un promedio de 32 y 17°C y humedad relativa promedio de 70%,
condiciones no apropiadas para el desarrollo de los hongos. Los factores mas influyentes
en la patogenicidad y desarrollo de los hongos entomopatégenos, asi como en el
desarrollo de la enfermedad son la temperatura y la humedad realtiva (Hall, 1993);
temperaturas entre los 20 y 30°C y humedad relativa cercana al 90% se consideran como
las ideales para la germinacion y esporulacion de los hongos entomopatégenos (Tanada;
Kaya, 1993).

Con relacion a la mortalidad de ninfas Casique-Valdes (2011) reportan mortalidades de
ninfas D. citri bajo condiciones de campo de 69.2, 46.7 y 45.7% con aplicaciones de los
hongos B. bassiana, M. anisopliae e I. fumosorosea, respectivamente, en un cultivo de

naranja dulce en México.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion brindan una herramienta para la
implementacibn en el manejo de D. citri que permite incluir a los hongos
entomopatdgenos B. bassiana y M. anisopliae como microrganismos potenciales para
reducir las poblaciones de ninfas y adultos de D. citri en cultivos de citricos. Sin embargo,

se requiere una seleccion mas cuidadosa de las cepas promisorias.

Por ejemplo los hongos B. bassiana y M. anisopliae asperjados sobre ninfas y adultos de
D.citri bajo condiciones de laboratorio en un ambiente himedo presentaron signos de
esporulacion, mientras que sobre las plantulas de M. paniculata los aislamientos no
presentaron esporulacion en los adultos muertos. Posiblemente la esporulacién sobre
ninfas y adultos en el laboratorio se deba a que se generé un ambiente hUmedo dentro
del recipiente que favorecio el desarrollo del hongo y aceler6 el proceso de esporulaciéon
en las ninfas y adultos (Rath, 2000), aunque la esporulacién es un factor importante
puede ser no determinante para la penetracion e infeccion del entomopatdégeno
(Lecuona et al., 2001).

No siempre la muerte de los insectos por hongos entomopatégenos presenta
esporulacién segun lo reportado por Padulla (2007) quien obtuvo mortalidades de 72,94
y 61,04% sobre ninfas de D. citri después de haber sido asperjadas con el hongo B.
bassiana y estas no presentaron signos de esporulacién desplues de someter los
cadaveres en camara humeda. Godoy et al., (2007) afirman que la esporulacion del
hongo B. bassiana depende de varios factores como: la calidad del aislamiento, el

sustrato y las condiciones ambientales como temperatura y humedad relativa.

En Colombia se destaca el trabajo realizado por CORPIOCA (2014) y presentado como
ponencia en el congreso citricola en la ciudad de Medellin “Estrategias de control
biolégico para el manejo de Diaphorina citri en las condiciones colombianas”, donde se
publicaron los resultados de la mortalidades de adultos de D. citri que oscilaron 13,33 y
100% bajo condiciones de laboratorio, con el uso de los hongos entomopatdgenos de los
géneros Paecilomyces sp., y Beauveria sp., respectivamente. Resultados similares a los

encontrados en esta investigacion con mortalidades que oscilaron entre 69.3 y 84.6%.
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La busqueda de nuevas cepas de hongos entomopatdgenos con alta especificidad al
psilido asiatico de los citricos, asi como el estudio de la patogenicidad en campo y la
compatibilidad de éstos con otros métodos de control merecen ser abordados para
ampliar el conocimiento sobre la diversidad de las cepas y asi poder encontrar
organismos eficientes como agentes de control bioldgico.

En sintesis en esta tesis todas las cepas de hongos entomopatégenos de B. bassiana y
M. anisopliae obtenidos, fueron patogénicos a ninfas y adultos de D. citri. Se destacan
las cepas CQCaney 1 (B. bassiana) y CV Primavera 2 (M. anisopliae), por su alta
mortalidad de ninfas y adultos de D. citri en las localidades de Valle del Cauca y Quindio
en condiciones de laboratorio. Para la mortalidad de adultos de D. citri sobre plantulas de
M. paniculata, aunque la mortalidad obtenida fue menor con relaciéon a la obtenida en
laboratorio, se destaca la cepa CV La Unién (B. bassiana) que causé la mayor
mortalidad. Se espera que estos aislamientos puedan ser estudiados mas ampliamente e
incluidos en un futuro como agentes de control en programas de manejo integrado del

psilido asiatico de los citricos.



3.Conclusiones y Recomendaciones

3.1 Conclusiones

Las especies de hongos identificados molecularmente con la secuenciacion de la
region ITS del ADNr corresponden a Beauveria bassiana y Metarhizium

anisopliae.

El psilido asiatico de los citricos es suceptible a los hongos entomopatégenos
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae.

En el analisis filogenético se observé una escasa diversidad genética (2%) entre
las cepas de B. bassiana, sin embargo las cepas de M. anisopliae presentaron
variabilidad genética (coeficiente de similitud 0.5) y se observo la formacion de

dos grupos distantes genéticamente.

Las cepas CQ Caney 1 (B bassiana) y CV Primavera 2 (M. anisopliae) se
consideran como promisorias por su alta patogenicidad en ninfas y adultos de D.

citri, en condiciones de laboratorio.

La cepa CV La Unién (B. basiana) presenté el mayor porcentaje de mortalidad
(28, 66%) de adultos de D. citri en las dos localidades sobre plantulas de M.

paniculata.

Los hongos B. bassiana y M. anisopliae fueron mas patogénicos para el control

de ninfas que adultos de D. citri en condiciones de laboratorio.
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3.2 Recomendaciones

o Establecer pruebas de patogenicidad en campo que permitan evaluar la
mortalidad causada por los hongos entomopatégenos encontrados en la presente

investigacion para el control de D. citri.

e Complementar el analisis filogenético, realizando amplificaciones de otras

regiones genoémicas.



A.

Anexo: Fincas muestreadas en el
departamento del Quindio. 2013

GEOREFERENCIACION AREA
MUNICIPIO FINCA N W A Ha ESPECIE
Armenia El Caney 445645 -75,72088 1302 9 Mandarina Oneco
Armenia San Fernando 4,49424  -75,71344 1328 1 Mandarina Arrayana
Armenia Hostal La Mia 4,48598 -75,70371 1358 1,3 Mandarina Oneco
Armenia La Marsellesa 448786 -75,75450 1217 2 Naranja Valencia
Armenia La Tesalia 4,48174  -75,72756 1291 0,64 Mandarina Oneco
Armenia La Palma 448561 -75,71508 1274 3,5 Naranja Valencia
Armenia Marmato 448724 -75,71862 1419 4 Naranja Sweety
Armenia Corea 4,48562 -75,71507 1278 6,4 Naranja Sweety
Armenia Primavera 448786 -7575450 1217 3 Naranja Sweety
Buenavista Paraguay 4,39194 -75,7932 1219 30 Mandarina Oneco
Buenavista San José 4,37313 -75,74208 1256 25,6 Naranja Sweety
Buenavista Menadel 4,36629 -75,75459 1258 12 Naranja Sweety
Buenavista Paraguaicito 4,39290 -75,74065 1206 27 Naranja oneco-Arrayana
Buenavista Villa Julidn 4,34407  -75,74927 1675 1 Mandarina Oneco
Calarca La Palma 4,43604 -75,70851 1285 110 Naranja sweety
Calarcé Santa Lucia 4,43647  -75,71405 1305 30 Naranja hambly
Montenegro  La Esmeralda 4,45510 -75,83408 1165 5,12 Mandarina Oneco
Montenegro  La Cabafa 451546  -75,84201 1233 2 Mandarina Arrayana
Montenegro  La Cabaiiita 451493 -75,04298 1220 1 Naranja Sweety
Montenegro  Egipto 450404 -75,84661 1214 6,4 Naranja Sweety
Montenegro  El Progreso 45005 -75,86175 1206 39 Naranja Sweety
Montenegro  Bonaza 4,83664 -75,46182 1234 15 Naranja Sweety
Montenegro  Jazmin 4,5613 -75,81009 1227 5,76 Limon Tahiti
Montenegro  Villa Maria 455588 75,78452 1285 0,5 Mandarina Oneco
Quimbaya Granito De Oro 4,64190 -75,79877 1224 1 Naranja Sweety
Quimbaya Agricola La Tebaida 4,64970 -75,79467 1252 2 Limon Tahiti
Quimbaya Tierra Laurantia 465062 -75,80548 1219 0,32 Naranja Sweety
Quimbaya Santa Elena 4,58699 -75,78026 1291 14 Mandarina Oneco
Quimbaya Morena Clara 457393 -75,77609 1240 3 Naranja Sweety
Quimbaya Hacienda La Tigrera 459544  -75,81994 1229 4 Mandarina Arrayana
Quimbaya Villa Amanda 4,60679 -75,79086 1268 2 Mandarina Arrayana
Quimbaya Santuario 4,64656  -75,80862 1229 0,5 Naranja Valencia-oneco
Tebaida El Jardin del Edén 4,45468 -75,83466 1207 0,64 Naranja Valencia
Tebaida Villa Rita 4,44536  -75,83183 1221 0,64 Mandarina Oneco
Tebaida El Topacio 4,46629 -75,77646 1230 2 Naranja Sweety
Tebaida Villa Ménica 4,43729 -75,33198 1195 2 Mandarina Oneco







B.

Anexo: Fincas muestreadas en el
departamento del Valle del Cauca.
2013

GEOREFERENCIACION

AREA

MUNICIPIO FINCA N W A Ha. ESPECIE
Alcala La Bella 4,66545 -75,78188 1267 0,5 Naranja Sweety
Alcala Santa Cruz 4,66278 -75,8055 1220 60 Naranja Sweety
Alcala Santa Cruz 2 4,66107 -75,8018 1229 4.2 Naranja Sweety
Alcala Villa Karina 4,66448 -75,78023 1263 0,5 Naranja Valencia
Alcala El Porvenir 4,6826 -75,79163 1238 11 Naranja Valencia
Alcala El Caney 4,68580 -75,81373 1229 7,7 Naranja Valencia
Alcala La Playa 4,69397 -75,82225 1222 115,2  Naranja Sweety
Alcala El Edén 4,466889 -75,75268 1346 18 Naranja Valencia
Bugalagrande  La Carrilera 4,11262 -7610105 976 0.2 Limén Pajarito
Caicedonia El Jardin 4,32560 -75,82265 1208 7.5 Mandarina Oneco
Caicedonia La Cristalina 4,32560 -75,82265 1208 2,5 Naranja Sweety
Caicedonia San Jorge 4,32267 -75,83438 1229 27 Naranja Sweety
Caicedonia La Cumbre 4,35824 -75,82693 1192 51,2 Naranja Sweety
Caicedonia El Castillo 4,38499 -75,86302 1099 17 Naranja Sweety
Caicedonia El Paraiso 4,32345 -75,80344 1203 45 Mandarina Arrayana
Caicedonia Costa Rica 4,3299 -75,86670 1333 50 Mandarina Arrayana
Caicedonia La Primavera 4,33600 -75,8120 1178 25 Naranja Sweety

La Victoria El Porvenir 4,51337 -75,89315 1326 0,5 Mandarina Arrayana
La Victoria la Cumbre 4,51497 -75,88997 1314 13 Mandarina Arrayana
La Victoria Alto de la Virgen 4,51700 .75,91655 1423 2 Mandarina Arrayana
La Victoria Las Galas 4,51946 .75,91703 1424 0,5 Naranja Sweety

La Victoria Los Balcones 4,50640 -75,91762 1376 6,5 Mandarina Arrayana
La Victoria Sultana 4,50788 -75,98188 957 0,5 Mandarina Arrayana
La Victoria Los Dominguez 450722 -75,98411 969 0,64 Limén Pajarito

La Victoria Rancho Santiago 4,49955 -75,98991 963 2,4 Limoén Pajarito
Roldanillo El Higueron 4,266558 -76,81186 960 0.5 Naranja Sweety
Roldanillo La Fanny 4,17709 -7612358 944 1 Mandarina Oneco
Sevilla El Remanso 4,36879 -75,85938 1094 51 Naranja Sweety
Sevilla Las Vegas 4,36197 -75,86382 1123 77 Mandarina Arrayana
Sevilla La Maquita 4,38146 -75,86447 1120 a7 Naranja Sweety
Sevilla La Holanda 4,36939 -75,87407 1174 184 Mandarina Oneco
Sevilla Palmichal 4,37152 -75,89568 1193 96,8 Naranja Sweety
Sevilla Cristales 4,3998 -75,87758 1073 64 Naranja Sweety
Sevilla Villa Sol 4,364886 -75,89933 1376 102 Mandarina Arrayana
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Sevilla La Julia 4,39734 -75,93660 1269 28 Naranja Sweety




C. Anexo: Cercos muestreadas en el
departamento del Valle del Cauca.
2013

GEOREFERENCIACION AREA

MUNICIPIO FINCA N W A Ha ESPECIE
La Unién San Luis 4,331422 -7652557 958 0.1 Mirto
La Union Casco urbano 4,326065 -7655815 957 0.1 Mirto
Tulua Tres Esquinas 4.75740 -76.13142 959 0.1 Mirto

Roldanillo El Higuerdn 4,266558 -76,81186 960 0.2 Mirto







D.

Anexo: Descripciony

georreferenciacion de las fincas
donde se colectaron insectos

muertos de D. citri, en los
departamentos de Valle del Caucay
Quindio. 2013

GEOREFERNCIACION

MUNICIPIO FINCA N W A ESPECIE
Armenia La Primavera 4.48786 -75.75450 1217 Naranja Sweety
Armenia Caney 3 4.45645 -75.72088 1302 Mandarina Oneco
Armenia Caney 1 4.45645 -75.72088 1302 Mandarina Oneco
Buenavista  Paraguaicito 4.39293 -75.74065 1206 Mandarina Oneco
Caicedonia  Primavera 2 4.33621 -75.81210 1178 Naranja Sweety
Caicedonia  El Castillo 4.38499 -75.86302 1099 Mandarina Oneco
La Unién San Luis 4.33142 -76.52557 958 Mirto
Tulud Tres Esquinas  4.75740 -76.13142 959 Mirto







E. Anexo: ADN total visualizado
sobre gel de agarosa al 0.8%. Carril
MP: marcador de peso molecular
(100pb), carril 5-8 de ADN de las
cepas 1. CQCaneyl, 2. CQCaney 3, 3.
CV Castillo 2y 4. CV Primavera 1,
aislados de adultos de D. citri.
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F. Anexo: Visualizacion de la
Amplificacion por PCR con
cebadores ITS 1e ITS 4, Sobre gel
agarosa 1.2%, marcador de peso
molecular (100pb) Labder, carril 1- 4,
marcador de peso molecular (100pb)
fermentas carril 5- 8: amplificados de
la region ITS 1e ITS 4 de los hongos
entomopatogenos aislados de
adultos de D. citril.
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G. Anexo: Secuencias editadas de
los hongos B.bassianay M.
anisopliae

Beauveria bassiana Aislamiento CQ Caneyl

ATTACTACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCAGGGCCGGCGGTGTGCT
GCCGGTCCCCAACGCCGACCTCCCCCAGGGGAGGTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAG
GCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTGATGATTCACTGGATT
CTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATC
CGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAAGATGCTGGAATACA
AGAGTTTGAGGTCCCCGGCGGGCCGCTGGTCCAGTCCGCGTCCGGGCTGGGGCGAGTCCG
CCGAAGC

Beauveria bassiana Aislamiento CQ Caney3

TGGGTGTTTTACGGCGTGGCCGCGTCGGGGTTCCGGTGCGAGCTGTATTACTACGCAGAGG
TCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCAGGGCCGGCGGTGTGCTGCCGGTCCCCAACG
CCGACCTCCCCCAGGGGAGGTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGA
ATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGGATTCTGCAATTCACATT
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTT
TTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAAGATGCTGGAATACAAGAGTTTGAGGTC
CCCGGCGGGCCGCTGGTCCAGTCCGCGTCCGGGCTGGGGCGAGTCCGCCGA

Beauveria bassiana Aislamiento CQ La Primavera

GTTCAGAAGTTGGGTGTTTTACGGCGTGGCCGCGTCGGGGTTCCGGTGCGAGCTGTATTACT
ACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCAGGGCCGGCGGTGTGCTGCCGG
TCCCCAACGCCGACCTCCCCCAGGGGAGGTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATG
CCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTGATGATTCACTGGATTCTGCA
ATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGT
TGAAAGTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAAGATGCTGGAATACAAGAGTT
TGAGGTCCCCGGCGGGCCGCTGGTCCAGTCCGCGTCCGGGCTGGGGCGAGTCCGCCGAAG
CAACGATAGGTAGG

Beauveria bassiana Aislamiento CV La Union

GTGCGAGCTGTATTACTACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCAGGGCC
GGCGGTGTGCTGCCGGTCCCCAACGCCGACCTCCCCCAGGGGAGGTCGAGGGTTGAAATGA
CGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTGGATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAG
AGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAAGA
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TGCTGGAATACAAGAGTTTGAGGTCCCCGGCGGGCCGCTGGTCCAGTCCGCGTCCGGGCTG
GGGCGAGTCCGCCGAAGCAACGATAGGTAGGTTCAC

Beauveria bassiana Aislamiento CV Tres Esquinas

GAGGTCACGTTCAGAAGTTGGGTGTTTTACGGCGTGGCCGCGTCGGGGTTCCGGTGCGAGC
TGTATTACTACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCAGGGCCGGCGGTGT
GCTGCCGGTCCCCAACGCCGACCTCCCCCAGGGGAGGTCGAGGGTTGAAATGACGCTCGAA
CAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG
GATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGA
GATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGTATTCAGAAGATGCTGGAA
TACAAGAGTTTGAGGTCCCCGGCGGGCCGCTGGTCCAGTCCGCGTCCGGGCTGGGGCGAG
TCCGCCGAAGCAACGATAG

Metarhizium anisopliae Aislamiento CQ Paraguacito

GGACCGCGCCGGGCTCCTGTTGCGAGTGTTTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAG
ACCGCCAATTAATTTAAGGGACGGCTGTGCTGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCA
AGTCCACAGGGGACTTGAGGGGCGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTG
ACGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATC
GCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTC
ATTTTTTTAACCACTCAGAAGATACTTATTAAAAAATTCAGAAGGTTCGGGTCCCCGGCGGGC
GCGAAGTCCCGCCGAAGC

Metarhizium anisopliae Aislamiento CV El Castillo 1

TTTACTACTGCGCAGAGGAGGGCCACGGCGAGACCGCCAATTAATTTAAGGGACGGCTGTGC
TGGAAAACCAGCCTCGCCGATCCCCAACACCAAGTCCACAGGGGACTTGAGGGGCGTAATG
ACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGACGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGAT
GATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAG
AACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTTTTAACCACTCAGAAGATACTTATTAA
AAAATTCAGAAGGTTCGGGTCCCCGGCGGGCGCGAAGTCCCGCCGAAGCAACAATTAAAG

Metarhizium anisopliae Aislamiento CV Primavera 2

AGGGATCATTACCGAGTTATCCAACTCCCAACCCCTGTGAATCATACCTTTAATTGTTGCTTCG
GCGGGACTTCGCGCCCGCCGGGGACCCGAACCTTCTGAATTTTTTAATAAGTATCTTCTGAGT
GGTTAAAAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACATTGCGCCCGTCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACGCCCCTCAAGT
CCCCTGTGGACTTGGTGTTGGGGATCGGCGAGGCTGGTTTTCCAGCACAGCCGTCCCTTAAA
TTAATTGGCGGTCTCGCCGTGGCCCTCCTCTGCGCAGTAGTAAAACACTCGCAACAGGAGCC
CGGCGCGGTCCACTG
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