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RESUMEN

La produccion de citricos en Nicaragua es de gran importancia economica ya que genera 24.5
millones de dolares anuales. Sin embargo, las reas citricolas estan seriamente amenazadas
por la enfermedad conocida como huanglongbing de los citricos (HLB), la cual es transmitida
por el psilido Diaphorina citri. Por lo tanto, la presente investigacion tuvo como objetivo
principal el de generar informacion relacionada con la ocurrencia del agente causal del
huanglongbing (Candidatus Liberibacter asiaticus) y el insecto vector Diaphorina citri en
cuatro viveros de citricos del departamento de Masaya. En un periodo de cuatro meses se
realizo la deteccion del agente causal del HLB a través de la técnica de PCR, se determind la
fluctuacion poblacional del vector, el efecto del uso de insecticidas sobre la fluctuacion
poblacional del insecto y su patron de dispersion. En el estudio de fluctuacién poblacional y
patron de dispersion se usaron trampas amarillas, las cuales se revisaron a intervalos de 8
dias. Se detectd al agente causal del HLB en los cuatro viveros. Los tres estadios del psilido
se presentaron durante el periodo de estudio. Los mayores picos poblacionales de los adultos
se presentaron en marzo y abril, coincidiendo con altas temperaturas y bajas precipitaciones.
En los insectos adultos se observo un arreglo espacial agregado en los meses de febrero, abril
y mayo, asi como un patron de dispersion aleatorio en el mes de marzo. La variante
Candidatus Liberibacter asiaticus es la que estuvo presente en los cuatros viveros,
presentandose de manera variable. Las aplicaciones de insecticidas influenciaron de gran
manera en la presencia de Diaphorina citri en cada uno de los viveros. Se requiere de mas
estudios que incluyan mas sitios de muestreo, asi como también mas investigacion
relacionada al patrén de dispersion del insecto a fin de desarrollar programas mas efectivos
de manejo.

Palabras claves: Huanglongbing, Diaphorina citri, fluctuacién poblacional, PCR.
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ABSTRACT

The citrus production in Nicaragua is of great economic importance since it generates 24.5
million dollars per year. However, citrus areas are seriously threatened by the disease known
as huanglongbing (HLB), which is transmitted by the psyllid Diaphorina citri. Therefore, the
main objective of this research was to generate information related to the occurrence of the
causal agent of huanglongbing (Candidatus Liberibacter asiaticus) and the insect vector
Diaphorina citri in four citrus nurseries in the department of Masaya. In a four month period,
the detection of the causative agent of HLB was carried out using the PCR technique, the
population fluctuation of the vector, the effect of the use of insecticides on the population
fluctuation of the insect and its dispersion pattern was determined. In the study of population
fluctuation and dispersion pattern, yellow traps were used, which were reviewed at 8-day
intervals. The causative agent of HLB was detected in the four nurseries. The three stages of
the psyllid occurred during the study period. The highest population peaks of adults occurred
in March and April, coinciding with high temperatures and low rainfall. In adult insects an
aggregate spatial pattern was observed in February, April and May months, whereas a
random dispersion pattern in March was observed. Only the variant Candidatus Liberibacter
asiaticus was present in the four nurseries, appearing in a variable way. The applications of
insecticides greatly influenced the presence of Diaphorina citri in each of the nurseries. More
studies that include more sampling sites are required, as well as more research related to the
insect dispersal pattern in order to develop more effective management programs is needed.

Keywords: Huanglongbing, Diaphorina citri, population dynamics, PCR.
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l. INTRODUCCION

Los citricos se cultivan dentro de un amplio rango de aproximadamente + 40° de latitud del
Ecuador. Desde el momento en que los citricos fueron reconocidos por primera vez como
una fruta comestible con cualidades nutricionales positivas, se han movido con el hombre, y

también lo han hecho sus plagas y enfermedades (Gottwald, 2010).

La produccion de citricos en Nicaragua es de gran importancia econémica ya que genera 24,5
millones de dolares anuales y estd a cargo de 11077 productores, en una superficie
aproximada de 21100 hectareas segun cifras oficiales, ademas esta industria genera 4000
empleos directos y 5000 indirectos. En Nicaragua el cultivo de naranjas ocupa el 80%
(16,880 ha) de la produccion total de citricos, mientras que el 10% (2,110 ha) corresponde a
las mandarinas, el 7% (1,477 ha) a limones y el 3% (633 ha) a otros productos (Lacayo,
2013).

El Huanglongbing (HLB) es probablemente la enfermedad méas grave de los citricos, en
comparacion es mucho mas grave que la tristeza de los citricos (CTV) y la clorosis variegada
de los citricos (CVC), y representa una peligrosa amenaza para las regiones que ain estan
libres de la enfermedad, como lo son la cuenca del Mediterraneo, Asia Occidental, Australia,
Nueva Zelanda e Islas del Océano Pacifico (Bové y Ayres, 2007). En Nicaragua el HLB se
detectd en febrero del 2010, en el municipio de Puerto Cabezas, Regién Autonoma de la
Costa Caribe Norte (RACCN) (Lacayo, 2013).

El agente causal del HLB es una alfa-proteobacteria no cultivada (Bastianel et al., 2005),
Gram negativa restringida al floema de la planta, y que practicamente todas las especies de
citricos son sensibles a esta enfermedad. La bacteria del HLB pertenece al género Candidatus
Liberibacter del cual se conocen tres especies, “Ca. L. asiaticus” reportada por primera vez
en los paises asiaticos y presente también en Brasil y Estados Unidos (Florida), “Ca. L.
africanus” presente en los paises africanos, y “Ca. L. americanus” presente en Brasil (Bové,
2006). La transmision natural ocurre a través los vectores Trioza erytreae, y Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Psylidae) (Yamamoto et al., 2006). Las bacterias también se
transmiten a través de injerto (Lopes et al., 2009), mientras que la trasmision por semillas no

se ha demostrado (Hartung et al., 2010).



En los citricos, los sintomas se presentan en las hojas como manchas amarillentas con aspecto
de moteado, asi como el retraso del crecimiento de plantas en desarrollo, la produccion de
fruta deforme, pequefia y con pobre coloracion, la que ademés puede desprenderse del arbol
prematuramente (Bové, 2006). Los sintomas de HLB en hojas pueden confundirse con
deficiencias nutricionales o incluso con el dafio de plagas y otras enfermedades. No obstante,
se presentan caracteristicas Unicas que los distingue (Bové, 2006). Al principio los arboles
infectados desarrollan uno o mas brotes con hojas amarillas, de ahi el nombre de la
enfermedad del brote amarillo (Bové, 2006). Si otras ramas del arbol permanecen sanas o

asintomaticas, los dafios se manifiestan sectorizados.

El psilido asiatico de los citricos (PAC), Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psylidae),
es considerado la plaga mas importante de los citricos en el mundo (Halbert y Manjunath
2004). La alimentacion tanto de ninfas como adultos causa distorsion de brotes jovenes y
alteraciones en el crecimiento de los arboles. En caso de una infestacion severa, los psilidos
pueden matar los nuevos brotes o causar la abscision de hojas o brotes terminales (Halbert y
Manjunath, 2004; Tsai et al., 2002). Sin embargo, el mayor peligro de Diaphorina citri se
relaciona con su capacidad para transmitir las bacterias Candidatus Liberibacter var.
asiaticus, africanus y americanus, agentes causales de la enfermedad llamada
“huanglongbing” (HLB) o enverdecimiento de los citricos (Garnier & Bové 2000, Halbert &
Manjunath 2004). El control quimico del vector, junto con la produccion de plantas
certificadas bajo invernadero y la eliminacion de arboles infectados, son las tacticas que estan
siendo empleadas para reducir la dispersion del HLB en los huertos de citricos (Childers et
al., 2002; Mora-Aguilera et al., 2014; Stansly y Qureshi, 2007).

En Nicaragua, cdmo ya se ha expuesto anteriormente, los citricos representan un rubro de
gran importancia econémica y teniendo en cuenta que la enfermedad Huanglongbing y su
vector D. citri ya han sido reportados en varios sitios de Nicaragua afectando plantaciones
establecidas, en el presente trabajo se plantea la necesidad de investigar sobre la presencia
del HLB y la fluctuacion poblacional del vector en viveros de citricos del departamento de

Masaya.



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Generar informacion relacionada con la ocurrencia del agente causal del huanglongbing

(Candidatus Liberibacter asiaticus) y el insecto vector [Diaphorina citri Kuwayama

(Hemiptera: Liviidae)] en viveros de citricos en el departamento de Masaya.

2.2. Objetivos especificos

Detectar la presencia del agente causal del Huanglongbing, Candidatus Liberibacter

asiaticus en plantas de citricos a nivel de vivero.

Describir la fluctuacion poblacional del vector D. citri en viveros de citricos

manejados por productores en el departamento de Masaya.

Determinar la relacion existente entre el uso y frecuencia de las aplicaciones de
insecticidas realizadas bajo condiciones de vivero y la fluctuacion poblacional de D.

citri.

Determinar el patron de dispersion del vector D. citri en los viveros de citricos.



1.  MATERIALESY METODOS

3.1. Ubicacion del area de estudio

El estudio de fluctuacion poblacional del vector D. citri se realizd en el Municipio de
Masatepe el cual pertenece al departamento de Masaya. Las coordenadas de los sitios donde
se colocaron las trampas se pueden observar en el Anexo 1. Los sitios seleccionados se
encuentran a una altura promedio de 455.41 msnm y presentan un clima que se caracteriza
por ser tropical de sabana, con temperaturas promedios de 27.5°C y con precipitaciones
pluviales anuales que oscilan entre los 1200 y 1400 mm (AMUNIC, 2005). La deteccion del
agente causal de la enfermedad Huanglongbing (HLB) se llev6 a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional Agraria (UNA).

El estudio consisti6 en una investigacidn experimental cuantitativa basada en la
determinacion de la incidencia del agente causal del huanglongbing (HLB), la fluctuacién
poblacional del vector que transmite la enfermedad HLB, Diaphorina citri, y su relacion con

las practicas de manejo que realizan los productores en los viveros de citricos.

3.2. Deteccion del agente causal del Huanglongbing (HLB) en viveros de citricos

Para determinar la incidencia de HLB, se seleccionaron cuatro viveros en el departamento de
Masaya especificamente en el municipio de Masatepe, tomando en cuenta los viveros en los
cuales se producia la mayor cantidad de plantulas. Los viveros seleccionados fueron: vivero
Campos Azules 1 y vivero Campos Azules 2 ubicados en la zona conocida como Campos
Azules y viveros el Diamante y EI Roman ubicados en Masatepe. Los cuatro viveros estaban

ubicados en el municipio de Masatepe del departamento de Masaya.

3.2.1. Sitios de recoleccion de las muestras de tejido vegetal

Se recolectaron muestras de hojas en cada uno de los viveros de citricos y se llevaron al
laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional Agraria. Se seleccionaron hojas que

presentaban sintomas considerados tipicos de la enfermedad tales como: hojas con coloracion
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amarillo palido con éreas irregulares (asimétricas) de moteado difuso, con nervaduras
engrosadas y aclaradas de aspecto corchoso (Colletta-Filho et al., 2004; Figura 1). Estas hojas
se utilizaron para extraerles su ADN (&cido desoxirribonucleico) responsable de contener
toda la informacion genética de un individuo o ser vivo y posteriormente realizar la prueba
de amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Las plantulas
tenian en promedio cuatro meses de edad en el momento que inicio el estudio y ocho meses
de edad al concluir éste. Se realizaron dieciséis recolectas de muestras en total por vivero
(una muestra semanal x 4 meses) teniendo en cuenta que el patdgeno tiene un largo periodo
de incubacion y de latencia (Gottwald, 2010).

En cada mes por vivero, se tomaron 20 plantulas, de las cuales se tomaron las hojas con

sintomas de HLB, es decir, por cada vivero se examinaron 80 plantulas en total y de ellas se

tomaron las muestras para el analisis de deteccion de Ca. Liberibacter asiaticus a través de la

-
o

Figura 1. Hojas de plantulas de naranja que muestran sintoma de coloracién amarillo palido,
moteado difuso, engrosamiento y aclaracion de nervaduras.




3.2.2. Extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) de material vegetal de
citricos

Para la extraccion de ADN a partir de tejido foliar se siguid el procedimiento de Hung et al.,

(1999). Este procedimiento se describe a continuacion con una leve modificacion, la cual

consistio en el no uso del reactivo Sarkosyl.

a) Extraccion de ADN de hojas de citricos
Para realizar el procedimiento de extraccion de ADN de las hojas, en un recipiente de
porcelana se deposité aproximadamente 0.5 g de venas centrales y peciolos; se agregaron 3
ml de buffer de extraccién de ADN y se procedié a moler los tejidos con un mortero. La
suspension resultante se incubd a 65°C por una hora; se centrifugd a 12000 g (13000 rpm)
por 10 min; se transfirieron 300 pl del sobrenadante a un nuevo tubo; se agregaron 100 pl
NaCl 5M, 300 uL de CTAB al 2% y 2 pL de ARN-asa y se mezcld uniformemente.
Posteriormente se incubd a 65°C por 10 min. Se adicionaron 600 ul de CI
(cloroformo:alcohol isoamilico = 24:1) y se mezcld mediante inversion. Se centrifugé a
11000 g (12000 rpm) por 10 min. El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de 1.5 mL.
Se agreg6 600 ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico en una relacion de 25:24:1 y se
mezcl6 mediante inversion. Se centrifugd a 12000 g (13000 rpm) por 10 min. El sobrenadante
se transfirié a un nuevo tubo de 1.5 mL y se agregd 300 uL de isopropanol frio y se mezcl6
por inversion suave. Se incubo a -20°C por 30 min, para luego centrifugar a 13000 g (14000
rpm) por 10 min. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado se lavo con 200 ul de etanol al
70%. Se centrifugd nuevamente a 14000 rpm y se descarté cuidadosamente el etanol y el
precipitado se dejé secar hasta que se evaporaron los residuos de etanol. El precipitado se

resuspendio en 50 pl de buffer TE. E1 ADN resuspendido se almacené a 4°C.
3.2.3 Condiciones de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez finalizada la extraccion de ADN de las hojas se continué con el procedimiento de
PCR convencional y electroforesis. Se utilizaron el par de iniciadores desarrollados por
Hocquellet et al., (1999), los cuales consisten de las siguientes secuencias: el iniciador de
sentido rplA2 (TATAAAGGTTGACCTTTGGAGTTT) vy el iniciador antisentido rplJ5
(ACAAAAGCAGAAATAGCACGAACAA). Este par de iniciadores permiten distinguir las
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variantes asiaticas y africanas, ya que amplifican un fragmento de 703 pb para Candidatus
Liberibacter asiaticus y de 669 pb para Candidatus Liberibacter africanus. Este par de
iniciadores no amplifican las secuencias de la region 16S del ADN ribosomal de la bacteria,
sino que estan basados en genes proteicos (Operdn R) (Fujikawa e lwanami, 2012). Este se
realizé dando seguimiento a la siguiente metodologia. El protocolo de amplificacion que se
utilizé fue el descrito por Li et al., (2007) con leves modificaciones, las cuales se citan a
continuacion. Se realizd una desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 40
ciclos a 94°C por 45 segundos, anillamiento a 53°C por 45 segundos, extension a 72°C por
1 minuto y una extension final de 72°C por 7 minutos. El producto PCR fue visualizado en
agar al 1%, al cual se le agreg6 4 uL del reactivo GelRed para la tincién de los fragmentos
de ADN.

3.3.Fluctuacion poblacional del vector Diaphorina citri en viveros de naranja

Para determinar la fluctuacion poblacional del insecto vector, se procedié a colocar la
cantidad de diez trampas Delta Semiotrap color amarillo, en cada uno de los viveros en los
cuales se realiz6 la investigacion (Anexo 2). Una vez colocadas las trampas, se procedié a
revisarlas a intervalos de 8 dias durante un periodo de 4 meses, para un total de 16 fechas de

muestreo y de esta manera se determind la fluctuacion poblacional del vector.

También se recolectaron brotes de las plantulas, los cuales fueron llevados al laboratorio de
microbiologia de la Universidad Nacional Agraria donde fueron examinados con la ayuda de
un estereoscopio Fisher Scientific ® para realizar el conteo de huevos, ninfas y en algunos
casos hasta de insectos adultos de D. citri que se encontraban en los brotes. Estos datos fueron
usados para relacionar la presencia de estados inmaduros con la captura de insectos adultos

durante el periodo de la investigacion de la fluctuacion poblacional.



3.4. Relacion entre el uso y frecuencia de aplicaciones de insecticidas y la fluctuacion

poblacional de D. citri

Para determinar el efecto que tienen las practicas de manejo sobre la fluctuacion poblacional
de D. citriy laincidencia de HLB, se realizé una encuesta a los cuatro productores de viveros
de citricos (Anexo 3).

Esta encuesta contenia informacion sobre cada una de las actividades que realizan los
productores de los viveros en estudio y la posible influencia que podian tener cada una de las

précticas realizadas sobre la presencia de D. citri y el HLB.
3.5. Variables evaluadas

e Porcentaje de deteccion del HLB mediante PCR en muestras de hojas por vivero
e Numero de adultos de D. citri capturados por trampa.

e Numero de brotes totales por planta.

e Numero de huevos, ninfas y adultos de D. citri por brote nuevo.

e Patrdn de dispersion de los adultos de D. citri.

3.6. Analisis de datos

En el caso de la deteccién de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) en tejido vegetal
mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), se realizd una descripcion

porcentual de los casos positivos por vivero.

Para el andlisis de los datos de fluctuacién poblacional se realizé un analisis grafico
descriptivo de la dindmica de los estadios de huevo, ninfas y adultos. En el caso especifico
de los adultos se realiz6 un andlisis de varianza (ANDEVA) tomando como repeticion las
fechas de muestreo y haciendo uso del software para analisis estadistico Info Stat (2008). Las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey (a = 0.05). El patron de dispersion
mensual del insecto adulto se determin6 a través del indice de dispersion (relacion

varianza:media), la distribucion de frecuencias de Poisson y la distribucion de frecuencias



binomial negativa. Esto se hizo a fin conocer si el patrén de dispersion del insecto era

aleatorio o agregado durante el periodo del estudio.
a) Indice de dispersion

Este indice se calculo para los conteos realizados por mes y por vivero, lo cual dio como
resultado una cuadricula la que fue procesada con la ayuda de las formulas suministradas en

una hoja de Excel. La formula para el célculo de este indice es (Costa et al., 2010):

2
D= 7 (Ecuacion 1)

Donde, s es la varianza de la muestra y x es la media de la muestra de los conteos de insectos
adultos de D. citri. Una prueba estadistica de Ji-cuadrado se calculé como (N — 1)D, donde
N es el nimero conteos (4 semanas X 4 meses), para probar si D es significativamente
diferente de 1, lo cual indicaria un desviacion de la aleatoriedad. Se compard este valor de
Ji-cuadrado con la distribucion Ji-cuadrado tabulado con N — 1 grados de libertad (gl). Si la

probabilidad resultante era P < 0.05, entonces el patron de los insectos adultos no es aleatorio.
b) Distribucion de Poisson (patron aleatorio)

Bajo la hipdtesis nula de que los insectos adultos de D. citri estaban en arreglo aleatorio, la
frecuencia esperada (proporcion) de un determinado conteo de adultos se calcul6 a través de
la formula (Sokal y Rohlf, 2012):

-A9x

P(x) = (Ecuacion 2)

x!

Donde, “x” es el nUmero de adultos por conteo y 4 es un parametro que puede ser calculado
por la media de la muestra, x. La bondad de ajuste de la distribucion de Poisson a los datos
de frecuencia observados se realizd con una prueba de Ji-cuadrado. Se usaron las frecuencias
observadas y esperadas de los diferentes conteos para calcular un estadistico de prueba Ji-

cuadrado con la ecuacioén:

n
0 — E)?
x% = Z% (Ecuacién 3)
i=1



Donde O es el nimero observado de individuos en cada una de las clases (conteos), E es el
numero esperado de individuos en cada una de las clases, y n es el nimero de conteos de
clases. Para calcular la probabilidad de observar un valor igual o mayor que el x? si la
hipotesis nula es verdadera (es decir, los adultos estan en un arreglo aleatorio) con n — 2
grados de libertad, se usé la funcidn estadistica DISTR.CHICUAD.CD (x?, n — 2) de Excel.
Si la probabilidad resultante, P, era mayor o igual a 0.05, se podia concluir que la distribucion
de Poisson suministra un buen ajuste a los datos de frecuencia observados y por lo tanto el

arreglo espacial de los adultos en el vivero es aleatorio.
c) Distribucién binomial negativa (patrén agregado)

El nimero esperado (proporcion) de individuos en un conteo dado por periodo de tiempo
evaluado se calcul6 a traves de la formula (Sokal y Rohlf, 2012):

B (x+k-—1)

P(x) = (x thk- 1) p*(1—p)* = D« p*(1 —p)* (Ecuacién 4)

k-1

Donde “x” es el numero de adultos encontrados en un cada uno de los conteos, p y k son
parametros. El parametro “k” tiene un rango de cero a infinito positivo y puede ser
interpretado como un parametro de agregacion. Conforme “k” disminuye, el grado de
agregacion se incrementa, y conforme “k” se incrementa, el grado de agregacion disminuye.

A medida que “k” se acerca al infinito, la binomial negativa se reduce a la distribucion de
Poisson. El parametro “p” se puede estimar mediante f/sz. El parametro “k” puede ser

calculado de forma mas sencilla usando el estimador de momento que se calcula con la

férmula;

k = ——— (Ecuacién 5)
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La prueba estadistica de Ji-cuadrado se calcul6 con la ecuacion 3 como se hizo en el caso de
la distribucion de Poisson. Para calcular la probabilidad de observar un valor igual o mayor
que el Ji-cuadrado si la hipdtesis nula es verdadera (es decir, los adultos estan en arreglo
aleatorio) con n — 3 grados de libertad, donde “n” es el nimero de clases (conteos), se uso la
funcion estadistica DISTR.CHICUAD.CD (x?, n — 3) de Excel. Si P > 0.05, entonces el
arreglo espacial de los adultos en el vivero era agregado. En caso contrario, si P < 0.05, esto

indicaria que el arreglo espacial de los adultos no era agregado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Deteccion del agente causal del huanglongbing (HLB) en viveros de citricos

En los cuatro viveros se detectd la presencia de HLB a través de la prueba de PCR. El
porcentaje de deteccion de Candidatus Liberibacter asiaticus fue variable en los cuatro
viveros durante los cuatro meses que se recolectaron muestras (Cuadro 1). En los viveros
donde se detectaron mas casos de HLB fueron en Campos Azules 1y en el vivero EI Roman
(4 casos positivos de 16 muestras analizadas mediante PCR), el porcentaje de deteccion en
estos viveros fue de 25%, mientras que en los viveros Campos Azules 2 y El Diamante el
porcentaje fue de 12.5%, ya que de 16 muestras analizadas en los cuatro meses se detectaron

solamente dos casos positivos de HLB (Cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de deteccidon de Candidatus Liberibacter asiaticus en hojas de naranja
provenientes de plantulas de cuatro viveros.

Vivero NMAPM Deteccién mediante PCR Total (%)
Febrero  Marzo Abril Mayo
Diamante 4 0/4 0/4 0/4 214 125
Campos Azules-1 4 0/4 1/4 0/4 3/4 25
Campos Azules-2 4 0/4 1/4 0/4 1/4 125
Roman 4 0/4 2/4 0/4 2/4 25

NMAPM = Numero de muestras analizadas por mes

Aunque el estudio abarc6 un periodo de cuatro meses (Febrero-Mayo 2017), solamente en
dos meses (marzo y mayo) se detecto la presencia del agente causal del HLB en las muestras
analizadas a través de PCR (Figuras 2 y 3). En el mes de marzo, la enfermedad fue detectada
inicialmente en muestras tomadas de los viveros Campos Azules 1, El Roman y Campos
Azules 2. Los marcadores rplA2 (iniciador de sentido) y el rplJ5 (iniciador de antisentido)
amplificaron un fragmento de 703 pares de bases (pb), confirmando que la variante
Candidatus Liberibacter asiaticus es la que estuvo presente en los cuatros viveros donde se
realizé el estudio (Figuras 2 y 3). De esta manera, se descarta la posibilidad de que la variante
Candidatus Liberibacter africanus no esta presente en la zona de estudio.
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La regidn intergénica entre los genes rplA y rplJ es 34 pb méas grande en Candidatus
Liberibacter asiaticus que en Ca. Liberibacter africanus. Con el iniciador de sentido f-rplA2,
seleccionado en el gen rplA, y el iniciador de antisentido r-rplJ5 del gen rplJ, se amplifica
un fragmento de ADN de 703 pb en Ca. Liberibacter asiaticus, mientras que para Ca.
Liberibacter africanus se obtiene un fragmento de ADN de 669 pb (Arredondo Valdés et al.,
2016; Bové, 2006).

9" IR0 S e 15 16

703 pb

Figura 2. Deteccion positiva de Candidatus Liberibacter asiaticus en el mes de marzo 2017.
En el panel A, la inica muestra positiva (carril 2) correspondi6 al vivero Campos azules 1 (1
de 4 muestras analizadas) y en panel B, las muestras positivas corresponden al vivero El
Roman (2 de 4 muestras analizadas, carriles 10 y 11) y al vivero Campos Azules 2 (1 de 4
muestras analizadas, carril 12). Las muestras 1, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 13, 14, 15 y 16 resultaron
negativas. C* = control positivo y M = marcador molecular de 100 pb.

13



En el mes de mayo, el HLB fue detectado en todas las muestras analizadas de los cuatro
viveros (Figura 3). En el vivero Campos Azules 1 fue donde mas casos positivos se
registraron (en tres de cuatro muestras).

Figura 3. Deteccion de Candidatus Liberibacter asiaticus en el mes de mayo 2017. En el
panel A, los casos positivos de HLB se registraron en el vivero El Diamante (carril 2), vivero
Campos Azules 2 (carril 4), Campos Azules 1 (carriles 5 y 6). En el panel B, los casos
positivos corresponden al vivero EI Roman (carriles 7 y 8), EI Diamante (carril 9) y Campos
Azules 1 (carril 13). C* = control positivo, C" = control negativo y M = marcador molecular
de 100 pb.

En general se puede afirmar que la deteccion del agente causal del HLB en los viveros fue
un tanto erréatica durante el periodo de estudio, este resultado se puede atribuir al hecho de
que la bacteria provoca una infeccion sistémica difusa en los tejidos de la planta afectada. La
naturaleza discontinua de la infeccion sistémica inducida por Ca. Liberibacter asiaticus
podria indicar que la concentracion bacteriana en algunas partes de la planta esta por debajo
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del umbral de deteccion a través de PCR, sin embargo, esas partes aparentemente negativas
a la PCR pueden estar infectadas, y aunque son visualmente asintomaticas, el floema en todo
el arbol o plantula tiene suficiente carga bacteriana como para que el vector, D. citri, pueda
adquirir y transmitir al patégeno (Ding et al., 2015; Gottwald, 2010).

La concentracion de la carga bacteriana en las muestras fue muy variable y eso se pudo
observar claramente en la intensidad de las bandas reveladas a través de la PCR. Por ejemplo,
en la Figura 2B, en la muestra 12 se observa una banda tenue. Esto mismo ocurrié con las
muestras 4, 5 y 6 de la Figura 3A. Sin embargo, en otras muestras, como es el caso de las
muestras 7, 8 y 9 de la Figura 3B, la intensidad de las bandas es mas acentuado, lo cual indica
que la concentracion bacteriana en esas muestras fue mayor. Es muy probable que en las
otras muestras pudiera estar presente la bacteria, pero a concentraciones que escaparon a la
deteccion mediante la PCR. Otro aspecto importante a considerar también es el largo periodo
de incubacidn y de latencia que tiene la bacteria, especialmente en arboles que sobrepasan
los cinco afos. El periodo de incubacion es el tiempo entre la infeccion y el comienzo de la
expresion de los sintomas, mientras que el periodo de latencia es el tiempo transcurrido entre
la aparicidn de los sintomas y el comienzo del proceso infeccioso (en este momento el vector

puede adquirir la bacteria y transmitirla a plantas sanas).

Por un lado, se ha estimado que en plantaciones de citricos con arboles de 7-10 afios de edad,
el periodo de incubacién es de 1 a 2.5 afios. Sin embargo, en plantaciones mas jovenes, el
periodo de incubacion se ha calculado que es de 6 a 12 meses (Gottwald, 2010). Por otro
lado, existen reportes los cuales indican que el periodo de latencia es de aproximadamente
15 dias (Lee et al., 2015).

En el presente estudio, el agente causal del HLB fue detectado en plantulas injertadas de 6 y
8 meses de edad (muestras positivas a la PCR de los meses de marzo y mayo; Figuras 2 y 3).
La temprana deteccion de la enfermedad en las plantulas injertadas plantea dos alternativas
en este estudio: i) las yemas, con las cuales se realizo el injerto estaban contaminadas con la
bacteria y provenian de sitios donde la enfermedad esta presente, pero todavia no esta
reportada oficialmente; ii) las plantulas fueron infectadas por insectos adultos de D. citri que

portaban la bacteria.
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La primera alternativa puede tener mas aceptacion, ya que se ha comprobado que mediante
injertacion los periodos de incubacion y de latencia son mas cortos. Por ejemplo, Ahmad et
al., (2010) reportan que observaron sintomas de HLB a las 12-16 semanas después de haber
injertado yemas infectadas con Ca. Liberibacter asitiacus en plantulas de mandarina de 3
meses de edad. Ademas, algunas investigaciones en las cuales se ha hecho uso de la PCR
para estudiar la capacidad de transmision de Ca. Liberibacter asiaticus a través del psilido
asiatico de los citricos (PAC) y a través de injerto han demostrado que el PAC tuvo
porcentajes de inoculacién menos exitosos en las plantas huéspedes que la inoculacion a
través de injerto (Hung et al., 2004; Ukuda-Hosokawa et al., 2015).

4.2. Fluctuacion poblacional del vector Diaphorina citri en viveros de citricos

La fluctuacion poblacional general de D. citri durante el periodo de evaluacion fue muy
variable. El analisis de varianza detectd diferencias significativas entre semanas de
evaluacion (P <0.0001; o = 0.05; Anexo 4). Se registraron tres fechas en las cuales la captura
de adultos fue mayor en comparacién con el resto de semanas. El pico poblacional mas alto
se observd en la octava fecha de evaluacion (23 de marzo 2017) con un promedio de 29
adultos capturados, en la novena fecha de evaluacion (30 de marzo 2017) hubo un promedio
de captura de 20 individuos y en la onceava fecha (20 de abril 2017) se registré una captura

promedio de 17 adultos por trampa (Figura 4).
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Fechas de evaluacion de la captura de adultos

Figura 4. Fluctuacion poblacional de D. citri durante cuatro meses de evaluacion en viveros
de citricos.

La fluctuacion poblacional por vivero también fue muy variable a través del tiempo. En
general el mayor namero promedio de capturas de D. citri se registré en los viveros Campos
Azules 1y EI Roman. Los picos poblacionales mas altos se observaron en el mes de abril
con 17 y 26 insectos adultos capturados en el vivero Campos Azules 1 y El Roman

respectivamente (Figuras 5y 6).
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Figura 5. Fluctuacion poblacional de adultos de D. citri en el vivero Campos Azules 1. Cada
punto en los graficos representa un valor promedio de 16 evaluaciones.
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Figura 6. Fluctuacion poblacional de adultos de D. citri en el vivero El Roméan. Cada punto
en los graficos representa un valor promedio de 16 evaluaciones.

En los viveros Campos Azules 2 y El Diamante el valor promedio de captura de D. citri fue

mas bajo en comparacién con los otros dos viveros. Los picos poblacionales mas altos se
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observaron en el mes de abril con 10 y 7 insectos adultos capturados en vivero Campos

Azules 2 y El Diamante respectivamente (Figura 7 y 8).
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Figura 7. Fluctuacion poblacional de adultos de D. citri en el vivero Campos Azules 2. Cada
punto en los graficos representa un valor promedio de 16 evaluaciones.
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Figura 8. Fluctuacion poblacional de adultos de D. citri en el vivero ElI Diamante. Cada
punto en los graficos representa un valor promedio de 16 evaluaciones.
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Los resultados anteriormente obtenidos nos muestran la presencia de D. citri durante todo el
periodo de evaluacion, lo cual concuerda con lo reportado por Aleman et al., (2007) quienes
mencionan que el psilido no tiene diapausa, por lo tanto, el insecto siempre estara presente y

sus poblaciones declinan en los periodos en que las plantas no estan en brotacion.

Aun reportando picos poblacionales bajos en algunas de las fechas de muestreo en cada uno
de los viveros en estudio Garcia et al., (2016) plantean que el hecho de poder presentar un
potencial de 16 generaciones al afio, hace que su nivel de dafio sea alto, con el agravante de
que un nivel bajo poblacional no deja de ser preocupante para un insecto que sirve como
vector del HLB.

4.2.1. Relacion entre variables climaticas y Diaphorina citri

El psilido asiatico de los citricos, D. citri, se presentd durante todas las fechas de muestreo
en cada uno de los viveros en estudio, presentado sus mayores niveles poblacionales a
mediados de marzo y finalizando a mediados de abril (Figura 9). Estos niveles poblacionales
altos se presentan en los meses donde se proyectan temperaturas promedio que van de 25.1°C
y 26°C, lo cual coincide con lo descrito por Liu y Tsai (2000), los cuales establecen que el
rango optimo de temperatura para el desarrollo poblacional de D. citri es de 25°C a 28°C y
las temperaturas de 32°C 0 mayores a este rango originan un declive en las poblaciones del
insecto (Bove, 2006), por lo tanto se puede afirmar que en la zona donde se realizd la
investigacion no se presentaron condiciones limitantes para el desarrollo de D. citri, ya que
las temperaturas de la zona en estudio estan dentro del rango 6ptimo para el desarrollo del

insecto.
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Figura 9. Relacion entre D. citri y variables climéticas (temperatura, precipitacion y humedad

relativa)

Los resultados derivados del presente estudio demuestran un incremento en las
precipitaciones a mitad del mes de abril e inicios de mayo y una leve baja en la temperatura
en el mismo intervalo de meses, acompafiado a estos resultados de precipitacién y
temperatura se observa una disminucién en la poblacion de D. citri la cual presenta una
variacion promedio de capturas que va desde los 26 a los 14 adultos capturados, presentando
una baja promedio de menos doce adultos capturados (Figura 9). Los resultados encontrados
coinciden con lo observado por Moreno et al., (2008), los cuales observaron que, a pesar de

la abundancia de brotes, la precipitacion constante puede afectar el desarrollo poblacional del

insecto.
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4.2.2. Relacion entre los estadios de Diaphorina citri y el nimero de brotes

No se encontrd una correlacion estadistica significativa entre los tres estadios del vector
(Anexo 5) y el nimero de brotes registrados en cada uno de los viveros. En el vivero El
Roméan se registro el mayor numero de individuos en los tres estadios de D. citri evaluados,
con un promedio de 28 huevos, 42 ninfas y 15 adultos; seguido por vivero Campos Azules 1
con 14 huevos, 12 ninfas y 11 adultos. Los viveros Diamante y Campos Azules 2, presentan
datos similares con respecto a los tres estadios. En relacion al numero de brotes, el valor
promedio mas alto se encontr6 en los viveros ElI Diamante y EI Romén con 34 cada uno,
mientras que en los viveros Campos Azules 1y 2, la brotacion promedio se ubicé en 24 y 23

respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Distribucion numérica de brotes, huevos, ninfas y adultos de Diaphorina citri entre
los cuatros viveros de citricos incluidos en el estudio.

Vivero Brotes Huevos Ninfas Adultos
El Diamante 34 7 15 5
Campos Azules 1 24 14 12 11
Campos Azules 2 23 7 12 7
El Roman 34 28 42 15

Con respecto a los meses, tampoco se encontrd una correlacion estadistica significativa entre
el nimero de brotes y los tres estadios de D. citri. EI mayor nimero de brotes promedio se
registrd en el mes de marzo y a partir de ahi se observé un declive que durd hasta finales de
mayo. Solamente los estadios ninfales tuvieron puntos coincidentes con el nimero de brotes
en los meses de febrero, marzo y abril. A partir de abril, el nGmero de ninfas comenz6 a
incrementarse aun cuando el nimero de brotes comenz6 a declinar bruscamente a partir de
ese mes. EI nimero de adultos se increment6 de febrero a abril y a partir de ahi comenz6 a
declinar al igual que el nimero de brotes. El estadio de huevos tuvo un comportamiento
totalmente independiente del numero de brotes, ya que sus valores promedios se

incrementaron desde febrero hasta mayo cuando finalizo el estudio (Figura 10).
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Figura 10. Numero promedio de los diferentes estadios de Diaphorina citri y de brotes en
cada uno de los meses que se realizo el estudio.

Los resultados del presente estudio concuerdan con otros estudios donde no se ha encontrado
una correlacion significativa entre la densidad de adultos de D. citri y el nGmero de brotes
(Chavez-Medina et al., 2016). Sin embargo, en este estudio se pudo constatar que el nimero
de adultos tuvo una tendencia a la disminucion cuando el nimero de brotes también
disminuy6 en el mes de abril (Figura 10). De tal manera, la presencia de brotes vegetativos
jévenes favorece la presencia de adultos del vector, los cuales ovipositan en estos brotes
jévenes donde posteriormente se desarrollan los huevos y ninfas (Tsai et al., 2002; Halbert y
Manjunath, 2004; Hall et al., 2008; Qureshi et al., 2009; Ortega-Arenas et al., 2013).
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4.3. Relacion entre el uso y frecuencia de aplicaciones de insecticidas y la fluctuacion
poblacional de D. citri.

Los resultados de la encuesta indicaron que los productores de plantas de vivero de citricos
en los sitios donde se realizd el estudio aplican diferentes formulaciones e ingredientes
activos para el control del vector (Diaphorina citri) del HLB.

Los insecticidas més utilizados para el control de D. citri en los cuatros viveros fueron:
BIODi®e (extracto de berberina, ricina, argemonina, terthienyl), el cual es un insecticida y
acaricida de banda verde que actla por contacto e ingestion; Tigre ® 25 EC (dimetoato +
cipermetrina), es una formulacién de un insecticida organofosforado con un piretroide;
Abamectina ® 1.8% EC: es un acaricida e insecticida selectivo, con efecto sistémico local y
translaminar, de residualidad media, que actia sobre formas mdviles (larvas y adultos).
Cipermetrina ® 25 EC (cipermetrina): la cipermetrina es un insecticida, piretroide de amplio
espectro, no sistémico, no volatil que actia por contacto e ingestién. Ofrece un control

efectivo de insectos y baja toxicidad para los mamiferos.

Los insecticidas anteriormente descritos coinciden con estudios mas recientes de la respuesta
de D. citri a los insecticidas los cuales indican sensibilidad por parte del vector a varias clases
diferentes de insecticidas, incluyendo piretroides, organofosforados, carbamatos,
neonicotinoides, algunos reguladores del crecimiento de insectos (IGR), aceite horticola, el
inhibidor de la sintesis de lipidos spirotetramat, spinetoram, abamectina, y octanoato de

sacarosa (Grafton-Crdwell et al., 2013).

Dentro de los insecticidas utilizados por los productores de los viveros en estudio, se encontré
que el mas utilizado es BIODie con un 80% de uso, seguido por Abamectina 1.8 EC con 15%
de uso y Tigre 25 EC con 12% de uso, los cuales son utilizados para el control de D. citri,

minador de la hoja y otros insectos (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de uso de insecticidas en los viveros de citricos.

Los resultados de la encuesta también indicaron que en los viveros El Diamante y Campos
Azules 2, se hicieron aplicaciones de plaguicidas con mayor frecuencia (16 en total),
coincidiendo en promedio con la baja presencia de D. citri (5 y 7 respectivamente); seguido
por el vivero EI Roman (8 aplicaciones) y un promedio total de 15 capturas y en menor
frecuencia el vivero Campos Azules 1 (6 aplicaciones) y un promedio total de 11 capturas
(Figura 12).

En los viveros donde se realizd una mayor cantidad de aplicaciones las poblaciones de D.

citri son mas bajas, por lo tanto, es notorio el efecto que tienen las aplicaciones de plaguicidas

sobre la reduccion en las poblaciones de D. citri (Figura 12).
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Figura 12. Relacion entre el nimero de aplicaciones de insecticidas y el nimero total de
adultos capturados por trampa en cada uno de los viveros en estudio.

En los Gltimos afios se han propuesto estrategias para controlar a D. citri, sin embargo, el
control quimico es el método que ha mantenido las poblaciones del insecto mas bajas y
seguira usandose a través de los afios (Ruiz-Galvan et al.., 2015). El control quimico se dirige
principalmente hacia el vivero, plantaciones de fomento y plantaciones joévenes, puesto que

los arboles maduros soportan mejor los dafios causados por el vector (Aleméan et al., 2007).

En los viveros donde se realiz6 una mayor cantidad de aplicaciones las poblaciones de D.
citri fueron mas bajas, por lo tanto, es notorio el efecto que tienen las aplicaciones de
plaguicidas sobre la reduccion en las poblaciones de D. citri (Figura 12). Sin embargo, en
una investigacion realizada por Cortez et al., (2010) indican que los insecticidas de contacto
y sistémicos pertenecientes a diferentes grupos toxicoldgicos, han logrado disminuir las

poblaciones de D. citri, en dependencia del uso oportuno de cada uno.
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Para establecer una relacion estadistica entre el nimero de aplicaciones de insecticidas y el
namero de adultos capturado de D. citri, en el presente estudio, se realiz6 un analisis de
regresion el cual corrobora que la frecuencia con que se aplican los insecticidas determina la
fluctuacion poblacional del vector D. citri. Por consiguiente, a mayor numero de

aplicaciones, la cantidad de adultos capturados disminuy6 de forma considerable (Figura 13).
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Figura 13. Relacion entre el namero de aplicaciones de insecticidas y la densidad de adultos
del vector del HLB, Diaphorina citri, en los viveros estudiados.

4.4. Patrén de dispersion de Diaphorina citri

En todos los meses, el indice de dispersion (1D) fue mayor de 1, lo cual indica que el patrdn
de dispersion de los adultos de D. citri fue agregado. Se obtuvo una probabilidad altamente
significativa para ese Indice en los meses de febrero marzo y abril (P <0.0001; a = 0.05),
pero no en el mes de mayo (P = 0.186; a = 0.05) (Cuadro 3). La distribucion binomial
negativa (DBN) suministrd un buen ajuste a los datos de frecuencia observados y por lo tanto

el arreglo espacial de los adultos en los viveros fue agregado en los meses de febrero, abril y
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mayo [P (x?) > 0.05]. Solamente en el mes de marzo se encontré un parén de dispersion
aleatorio [P (x?) <0.05].

Cuadro 3. Pardmetros de dispersion utilizados para estimar el patron de dispersion de D. citri
en un periodo de cuatro meses en cuatro viveros de citricos del departamento de Masaya.

Parametros de dispersion Febrero Marzo Abril Mayo
Media muestral (x) 4 4.60 14.6 9.6
Varianza muestral ( s?) 16.27 13.6 90.53 12.53
Indice de dispersion (ID) 4.07 2.98 6.22 1.31
P (x?) del ID <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.186
Binomial negativa (BN) 10.46 11.29 4.53 5.43
P (x?) de laBN 0.107 0.023 0.87 0.80
Patron de dispersion Agregado Aleatorio Agregado Agregado

P = probabilidad (a = 0.05)

Los patrones de agregacion del vector D. citri encontrados en el presente estudio también
han sido registrados en otros lugares del mundo (Bayles et al., 2017; Costa et al., 2010;
Hernandez-Landa et al., 2013; Sétamuo y Bartels, 2015) en plantaciones de citricos jovenes
y maduras. Sin embargo, en Nicaragua este es el primer reporte del patron de dispersion del

vector del huanglongbing bajo condiciones de vivero.

El desarrollo de estrategias efectivas de manejo de plagas insectiles requiere de un mejor
entendimiento de los patrones de distribucion espacial de estas plagas dentro de los
agroecosistemas (Thomas et al., 2001). El patrén de dispersion del psilido asiatico de los
citricos (PAC) en muchas regiones citricolas del mundo, incluyendo Nicaragua, ha sido poco
estudiado. Por consiguiente, la develacion de los patrones espaciales de este vector
econdémicamente importante es de mucha relevancia para el desarrollo de un programa
efectivo de manejo. Hasta ahora, el control del PAC se ha limitado mayoritariamente al uso
de insecticidas aplicados a toda la plantacion de citricos, sin tener en cuenta aspectos tan
importantes como la localizacion del PAC dentro de la plantacion, el comienzo de la
colonizacion de la plantacion por parte del PAC y el progreso de las poblaciones del vector

durante la temporada del cultivo.
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V. CONCLUSIONES

Se detecto la presencia de Candidatus Liberibacter asiaticus a través de la prueba de
PCR en los cuatro viveros estudiados.

El psilido asiatico de los citricos, D. citri, se present6 durante las dieciseéis fechas de
estudio, presentando sus picos poblacionales mas altos en los meses de marzo y abril,
concordando con las altas temperaturas y las bajas precipitaciones.

En los viveros donde se realizd una mayor cantidad de aplicaciones insecticidas
quimicos las poblaciones de D. citri fueron mas bajas.

El patron de dispersion de los adultos de D. citri en los viveros fue agregado en los

meses de febrero, abril y mayo, mientras que en el mes de marzo fue aleatorio.
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VI. RECOMENDACIONES

Es importante continuar con los estudios de fluctuacion poblacional y de patrones de
distribucion espacial de D. citri tanto en el departamento de Masaya como en otras
zonas citricolas del pais, tomando en cuenta superficies mayores, plantaciones de
mayor edad y periodos de estudio mas largos, con el fin de corroborar los resultados
aqui obtenidos y conocer el comportamiento del psilido, asi como las épocas méas

apropiadas para su control.

Llevar a cabo estudios posteriores donde se incluya la deteccion del agente causal del

HLB en los adultos y ninfas del vector Diaphorina citri.

Realizar estudios de deteccion de la bacteria Candidatus Liberibacter no solamente

en follaje de las plantas de citricos, sino también en sus raices.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Vista satelital de los lugares donde estaban establecidos que se incluyeron en la

investigacion: Campos Azules 1 (A), Campos Azules 2 (B), EI Roman (C) y El Diamante
(D).
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Anexo 2. Captura de adultos de Diaphorina citri con trampas amarillas Semiotrap en
viveros de citricos.
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Anexo 3. Encuesta realizada a los propietarios y encargados de los viveros donde se realizd
la investigacion.

Nombre del vivero
Localidad

Nombre del Productor
Fecha:

Hora de comienzo: __ : Hora de finalizacion: __:

1. ¢Usted Utiliza productos quimicos para combatir plagas en su vivero?

[ ] s e

si la repuesta es No (especifique)

2. ¢Qué tipo de producto Utiliza?

3. é¢Nombre comercial del producto e Ingrediente Activo?

4. ¢Dosis y frecuencia con que aplica el Producto?

5. ¢Para qué tipo de plagas aplica este producto?

6. ¢Cual es el modo de aplicacidn de este producto?
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Anexo 4. Anélisis de varianza para el nimero promedio de adultos capturados de D. citri.

Variable N R? R? Aj CV
Adultos 64 0.71 0.59 65.66

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 4121.53 18 228.97 6.06 <0.0001

Vivero 965.55 3 321.85 8.52 0.0001

Semana 3155.98 15 210.40 5.57 <0.0001

Error 1699.20 45 37.76

Total 5820.73 63

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.79573
Error: 37.7601 gl: 45

Vivero Medias n E.E.

Diamante 4.88 16 1.54 A

Erick 6.81 16 1.54 A B
Réger 10.75 16 1.54 B C
Roman 15.00 16 1.54 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=15.75247
Error: 37.7601 gl: 45

Semana Medias n E.E.

6.00 1.75 4 3.07 A

7.00 2.75 4 3.07 A

1.00 2.75 4 3.07 A

4.00 3.00 4 3.07 A

5.00 4.25 4 3.07 A B
2.00 4.50 4 3.07 A B
3.00 5.75 4 3.07 A B
13.00 8.50 4 3.07 A B
14.00 9.25 4 3.07 A B
16.00 9.75 4 3.07 A B
12.00 10.00 4 3.07 A B
15.00 10.75 4 3.07 A B
10.00 11.50 4 3.07 A B
11.00 17.00 4 3.07 A B C
9.00 19.75 4 3.07 B C
8.00 28.50 4 3.07 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 5. Fotografias de adultos (A), ninfas (B) y huevos (C y D) observados en laboratorio
con ayuda de microscopio en brotes recolectados en campo. Las fotografias son propiedad
del autor de esta investigacion.
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