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SUMMARY

Background. Aphids are one of the insect groups with the greatest impact on agricultural production. They
affect a wide range of hosts, including fruit trees such as citrus. Objective. Identify the main morphological
characters and evaluate a rearing protocol for the aphid Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombe, 1841
(Hemiptera: Aphididae) in a room-temperature in protected environment. Methodology. Specimens were
collected from citrus trees in production in the province of Coclé, infested branches were cut and placed in
plastic containers for transport. Insects were separated for identification through micro slides, observed under
a microscope and identified using taxonomic reference keys. Four treatments were established with mucuna
(Mucuna pruriens [L.] DC.), canavalia (Canavalia ensiformis [L.] DC.), bean (Phaseolus vulgaris L.) and
orange jasmine (Murraya paniculata [L.] Jack) as host plants. Abundance was evaluated at 2 and 14 DAI. Data
were analyzed by analysis of variance. For each treatment, 30 plants were used, and five aphids of different
stages (two adults and three nymphs) were released on each plant. Plants were evaluated from 0 to 14 DAI
(Days after infestation). Insect abundance was evaluated at 2 and 14 DAI. Data were analyzed by analysis of
variance. Results. The morphological determinant characters of the species T. aurantii were identified.
Statistically significant differences were observed between treatments (p<0.05) at 2 and 14 DAI, where the host
plant that highlighted was the orange jasmine with an average of 51.5 + 55.95 specimens per plant at 14 DAI.
Implications. This research implies the importance of identifying the aphid species and determining a plant
that meets feeding preferences for aphid breeding. Conclusions. The use of orange jasmine at room temperature
in greenhouses allows the establishment of offspring of the aphid T. aurantii 10.3 times greater than the initial
population in periods of 14 DAI.
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RESUMEN
Antecedentes. Los afidos constituyen unos de los grupos de insectos con mayor impacto en la produccién
agropecuaria. Afectan un amplio rango de hospederos, entre los cuales arboles frutales como los citricos.
Objetivo. Identificar los principales caracteres morfologicos y evaluar la planta de preferencia para la cria del
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afido de Toxoptera aurantii Boyer de Fonscolombe, 1841 (Hemiptera: Aphididae) en invernadero a temperatura
ambiente. Metodologia. Se colectaron los especimenes de citricos en produccion en la provincia de Coclé, se
cortaron ramas infestadas y se colocaron en recipientes plasticos para su transporte. Los insectos fueron
separados para identificarlos a través de micropreparados, observados en microscopio e identificados mediante
el uso de claves taxondmicas de referencia. Se establecieron cuatro tratamientos con mucuna (Mucuna pruriens
[L.] DC.), canavalia (Canavalia ensiformis [L.] DC.), frijol (Phaseolus vulgaris L.) y mirto (Murraya
paniculata [L.] Jack) como plantas hospederas. Para cada tratamiento se utilizaron 30 plantas como unidades
experimentales que fueron infestadas por cinco afidos de diferentes estadios (dos adultos y tres ninfas) por cada
planta. Las plantas fueron evaluadas desde los 0 a los 14 DDI (Dias después de infestacion). Se evalud la
abundancia a los 2 y 14 DDI. Los datos fueron analizados mediante un analisis de varianza. Resultados. Se
identifico los caracteres morfoldgicos determinantes de la especie T. aurantii. Se observaron diferencias
significativas estadisticamente entre los tratamientos (p<0.05) a los 2 y 14 DDI, donde la planta hospedera que
destaco fue el mirto con un promedio de 51.5 + 55.95 especimenes por planta a los 14 DDI. Implicaciones.
Esta investigacion implica la importancia de identificar la especie de afido y determinar una planta que cumpla
las preferencias alimentarias para la cria de afidos. Conclusiones. La utilizacion del mirto a temperatura
ambiente en condiciones de invernadero permite establecer crias del afido T. aurantii 10.3 veces mayores a la

poblacion inicial en periodos de 14 DDI.

Palabras clave: Aphididae; multiplicacion; preferencias alimentarias; temperatura ambiental.

INTRODUCCION

Los afidos o pulgones (Hemiptera: Aphididae), son
un grupo de insectos constituido por mas de 5,000
especies, de cuerpo blando, tamafio medio entre 1-
10 mm vy fitéfagos succionadores de savia
(Remaudiére y Remaudiére, 1997; Vazquez et al.,
2005; Sonya, 2007). Estos insectos presentan
patrones diversos de alimentacion, una alta tasa de
reproduccion, con capacidad partenogénica en los
tropicos, y su capacidad para migrar a largas
distancia, por lo que es uno de los grupos de
insectos mas importante a nivel agronémico en la
actualidad afectando una gran diversidad de
cultivos de importancia alimentaria (Moran, 1992;
Blackman y Eastop, 2000; Delfino, 2005).

Los dafios por afidos en cultivos pueden ser
directos o indirectos (Quisenberry y Ni, 2007). Los
dafios directos se deben a la extraccién de
productos de la fotosintesis mediante la
alimentacion, esto causa clorosis, manchado y
muerte de la hoja (Nault, 1997; Carrion et al.,
2005). Los dafios indirectos de afidos son causados
al ser vectores de virus fitopatogenos (Fabre et al.,
2003). Se conocen al menos 620 virus
fitopatdgenos, de los cuales el 26 % son
transmitidos por &fidos (Blackman y Eastop, 2000;
Blackman y Eastop, 2007). Otro dafio indirecto se
relaciona con la aparicion de hongos saprofitos que
crecen sobre las excretas glucidas de los afidos, que
reducen el proceso fisicoquimico de la planta
(Alvarez et al., 2004).

La produccion de los citricos presenta diversos
problemas de plagas y enfermedades asociados a
especies de afidos a nivel mundial (Yokomi et al.,
1994; Sonya, 2007; Emmen y Vargas, 2012;
Halbert y Brown, 2021). En América se han

registrado ataques a cultivos ocasionados por
diversos insectos del orden Hemiptera que incluyen
las especies de afidos Toxoptera aurantii Boyer,
Toxoptera citricida Kirkaldy, Aphis spiraecola
Patch y Aphis gossypii Glover (Badii y Abreu,
2006). El pulgdn negro de los citricos T. aurantii se
distribuye en regiones tropicales y subtropicales
del mundo como una de las principales plagas de
los citricos al dafar brotes y causar serias
deformaciones (Ortiz,1980).

El afido T. aurantii chupa el envés de las hojas, los
cojinetes florales o los pedinculos y las frutas
pequefias de citricos, que reduce rendimientos al
prevenir la formacion de frutos o provocando
necrosis y muerte de los brotes afectados;
poblaciones de esta especie de &fido viven con
hormigas que las protegen de enemigos naturales
(Valarezo et al., 2012). La especie T. aurantii se
reportd sobre plantas de siete familias botanicas,
incluyendo especialmente el género Citrus dentro
de la familia Rutaceae (Ng y Perry, 2004; Halbert
y Brown, 2021).

Los é&fidos también afectan la produccion de
citricos en Panama4, con reportes de tres especies de
afidos asociados en citricos, el pulgdén café de los
citricos T. citricida, pulgén negro de los citricos T.
aurantii, y pulgén verde de los citricos A.
spiraecola Patch (Quirés y Emmen, 2006).
Actualmente, la solucién empleada para controlar
rapidamente las poblaciones de afidos plaga es
mediante control quimico, lo que provoca un serio
impacto a la salud humana y ambiental, incluyendo
la disminucion de la actividad de sus enemigos
naturales  (parasitoides y  depredadores),
provocando el resurgimiento de estas plagas (Croft,
1990; Garcia, 1998).
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El control bioldgico es una alternativa eficiente y
libre de riesgo al uso de productos quimicos
(Motta-Delgado y Murcia-Ordofiez, 2011). La
implementacion del control biolégico requiere
pruebas en laboratorio y campo, que integra la cria
y manipulacion intencional de poblaciones
benéficas de parasitos, parasitoides,
microorganismos patégenos y depredadores, para
el control de plagas cuya presencia es perjudicial
(Quiroz-Medina et al., 2021).

Para la cria y multiplicacion de afidos se han
desarrollado diversas metodologias, como la cria
de T. aurantii dentro de jaulas de tela en brotes de
tres meses de plantas de cacao (Theobroma cacao
L) y limon (Citrus aurantifolia [Christm.]
Swingle) (Tapia, 2021). Un método de crianza de
Aphidius  ervi (Haliday) (Hymenoptera:
Braconidae) con el afido Acyrthosiphon pisum
Harris (Hemiptera: Aphididae) fue desarrollado
utilizando como hospedero plantas de habas (Vicia
faba L.) (Zuazua et al., 2000)). Emmen y Quir6s
(2006) criaron la especie T. citricida sobre plantas
de naranja dulce (Citrus sinensis Osbeck) para
pruebas de diferentes densidades del depredador
Ocyptamus gastrostactu (Diptera: Syrphidae).
Martinez (2009) evalu6 la mortalidad de T.
citricida sobre brotes de naranja (C. sinensis) para
criar y usar el primer estadio del afido en
bioensayos con hongos entomopat6genos.

En Panama no se cuenta con estudios de plantas de
preferencia para la cria de afidos en condiciones de
invernadero con temperatura ambiente que
permitan desarrollar estudios bioldgicos, de
comportamiento, pruebas de depredacion y
parasitismo de enemigos naturales que puedan ser
utilizados dentro de planes de manejo integrado de
esta especie de afido en citricos. El objetivo del
presente estudio fue identificar los principales
caracteres morfoldgicos y evaluar una planta de
preferencia para la cria del afido T. aurantii
(Hemiptera:  Aphididae) en invernadero a
temperatura ambiente.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de estudio

El estudio se llevd a cabo de septiembre a
diciembre de 2022 dentro del Centro de Innovacion
Agropecuaria de Divisa (CIAD) (Provincia de
Herrera) del Instituto de Innovacion Agropecuaria
de Panama (IDIAP). Dentro del invernadero se
registré una temperatura minima de 18 °C, maxima
de 37 °C y promedio de 27 °C con una humedad
relativa promedio de 82.4%, pero no se consider6
como factores de comparacion dentro del estudio,
porque dentro del mismo se indica que se realizd
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bajos los términos de temperatura ambiente de
manera simultanea.

Colecta de especimenes, identificacion vy
establecimiento de cria de T. aurantii.

Los afidos de T. aurantii adultos y ninfas para
infestar las plantas de los tratamientos fueron
capturados de una plantacion de citricos de C.
sinensis y C. aurantifolia en etapa de floracién y
fructificacion, ubicada en Churuquita Grande,
provincia de Coclé (8°37'05.3"N; 80°15'06.7"W).

Los insectos fueron colectados directamente de las
plantas utilizando como guia el método de Quiros
y Emmen (2006), a traves de un recorrido en zig-
zag de 10 plantas espaciadas a 10 metros cada una,
inspeccionando las hojas de cada planta
preferiblemente de brotes inmaduros para revisar
las colonias presentes con ayuda de una lupa de 3X.
Cuando se observaron colonias de &fidos, se
cortaron las ramas infestadas con una tijera de
podar, colectando el mayor numero posible de
especimenes ninfas, adultos apteros y alados.

Las ramas fueron colocadas en recipientes de
plastico de 8.5 cm de diametro y 120 cm® de
capacidad con tapas acondicionadas con malla
antiafidos. Los &fidos fueron llevados al laboratorio
del CIAD para la clasificacion morfoldgica y
establecimiento de la crianza.

Identificacion del afido T. aurantii

Las muestras destinadas a identificacion en el
Laboratorio de Proteccion Vegetal (LPV) del
CIAD, fueron conservadas en alcohol al 70 %y con
ayuda de un estereoscopio se procedio a separar los
&fidos por ninfa, adultos &pteros y alados.
Posteriormente, se realizé la preparacion y montaje
segun el método de Voegtlin et al. (2003).

Para los micropreparados se procedid a hervir en
KOH (Hidréxido de potasio) al 10 % los
especimenes por alrededor de 3 minutos, para
aclarar sus estructuras internas. Para extraer el
KOH se procedi6 a lavar los especimenes con agua
destilada de cinco a seis veces, para dejar remojado
durante 5 minutos en cada cambio de agua.
Posterior se afiadid &cido acético glacial y se dejé
reposar por 2-3 minutos hasta terminar de limpiar
las estructuras internas. Luego se hizo Ia
decantacion del &cido acético y se afiadio alcohol al
70 % durante 5 minutos, momento que se logro la
clarificacién de los especimenes.

Para los montajes en ldmina, se colocd una gota de
balsamo de Euparal centrado en el portaobjeto, se
coloco el espécimen en posiciéon dorsal con los
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apéndices bien separados y el rostro hacia un lado.
Se fijo la lamina con un cubreobjeto limpio y se
recubrieron los bordes con esmalte de ufas
transparente. Finalmente, se procedi6 a rotular cada
placa con los datos de colecta y se procedié a
observar en microscopio los caracteres e identificar
los especimenes segun las claves taxonémicas de
Voegtlin et al. (2003) y Halbert y Brown (2021).

Infestacion de é&fidos dentro de las plantas
hospederas de los tratamientos

Dentro del estudio se utilizaron las siguientes
plantas hospederas para establecer las crias del
afido como tratamientos: 1) Mucuna Mucuna
pruriens (L.) DC. (Fabales: Fabaceae), 2)
Canavalia Canavalia ensiformis (L.) DC. (Fabales:
Fabaceae), 3) Frijol Phaseolus wvulgaris L.
(Fabales: Fabaceae) y 4) Mirto Murraya paniculata
(L.) Jack (Sapindales: Rutaceae).

Para cada tratamiento, se establecieron 30 plantas
como unidades de cria (unidad experimental). Cada
planta fue infestada con cinco &fidos de diferentes
estadios (dos adultos hembras [se reproducen por
partenogénesis (Quirés y Emmen, 2006)] y tres
ninfas) con ayuda de un pincel humedecido, para
un total de 150 especimenes por tratamiento (600
especimenes en total). Todas las plantas utilizadas
en los tratamientos sobrevivieron durante los dias
de evaluacion.

La infestacion de los especimenes dentro de cada
tratamiento utiliz6 la metodologia desarrollada por
Sermefio (1996). Las plantas de la familia Fabaceae
(canavalia, frijol y mucuna) fueron seleccionadas a
dos semanas después de la siembra, coincidiendo
con el desarrollo de las dos primeras hojas y las
plantas de mirto seleccionadas a 10 cm de altura.
Las plantas permanecieron vivas durante el
desarrollo del estudio en cada tratamiento.

Evaluacion de las plantas

Diariamente durante los 14 dias después de la
infestacion (DDI) fueron registradas la cantidad de
especimenes de afidos presentes por unidad
experimental con la utilizacion de una lupa 3X.

Analisis estadistico

Los datos diarios de los especimenes fueron
registrados hasta los14 DDI en una hoja de célculo
del software Microsoft Excel 2016. Los datos
diarios de la cantidad de especimenes presentes por
tratamiento fueron graficados.

Los datos de especimenes fueron sometidos a una
prueba de normalidad. A partir del resultado se
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aplicé una prueba paramétrica de Analisis de la
Varianza (ANOVA) simple para realizar una
prueba de rangos mdltiples de Fisher (LSD) para
los datos de tratamientos a los dos y 14 DDI. Los
datos de los tratamientos con diferencia estadistica
significativa fueron sometidos a una prueba de
regresién simple que incluyo desde cero hasta 14
DDI. Para realizar estos andlisis se utilizd el
programa estadistico Statgraphics Plus 5.1 (2008).

RESULTADOS Y DISCUSION
Identificacion de afido

Para determinar la especie se ocuparon quince
micropreparados (cinco de ninfas, cinco de adultos
apteros y cinco adultos alados). Los caracteres
determinantes para el diagnéstico de T. aurantii
incluyeron cuerpo de 1.1-1.8 mm, vena media del
ala anterior bifurcada una vez, segmentos antenales
111-V pélidos, con las puntas oscuras; sinfunculo
ligeramente mas largo que la cauda, imbricados,
estrechdndose de la base hacia el éapice distal
(Figura 1, 2 y 3), que son los caracteres descritos
por Voegtlin et al. (2003) y Halbert y Brown (2021)
para la identificacion de dicha especie, ahora
utilizando especimenes capturados en Panama. La
identificacion morfoldgica de los especimenes es
esencial para iniciar una investigacion con insectos.

Resultados de los tratamientos de plantas para
cria de afidos

Los resultados del ANOVA simple aplicado a los
dos dias posterior a la infestacion indican que
existen diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos del estudio (p<0.05), donde
la planta hospedera de preferencia alimentaria que
destaco al mantener e incrementar los especimenes
de afido fue el “mirto” Murraya paniculata con un
promedio de 11.967 + 8.18 especimenes por planta
(Tabla 1) con un incremento de 2.4 veces los
especimenes de &fidos totales iniciales por planta.
Los tratamientos de las plantas hospederas
canavalia, frijol y mucuna no mostraron diferencia
significativa (p>0.05) entre ellos con menos de dos
especimenes por planta.

Los resultados del ANOVA simple a los 14 dias
posterior a la infestacion indican que existen
diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos del estudio (P < 0.05), donde la planta
hospedera de preferencia alimentaria que destaco al
mantener e incrementar las poblaciones del afido
fue el mirto con un promedio de 51.5 + 55.95
especimenes por planta (Tabla 1) con un
incremento de 10.3 veces los especimenes de
afidos totales iniciales por planta. Los tratamientos
de plantas hospederas de canavalia, frijol y mucuna
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Figura 1. Ninfa de Toxoptera aurantii. a) Segmeﬁtos rostrales. b) Cuerpo. ¢) Cauda. d)Segmentos antenales I-

I11. ) Sifanculo.

no mostraron diferencia significativa (P>0.05)
entre ellos porque para esta fecha ya no habian
sobrevivido especimenes en estas plantas que adn
se mantenian sanas.

Los 150 especimenes de &fidos dentro de los
tratamientos de canavalia, frijol y mucuna
murieron paulatinamente hasta los cuatro DDI (0 %
de sobrevivencia), en cambio los especimenes de
afidos establecidos en las plantas de mirto se
incrementaron 10.3 veces a partir de la infestacion
inicial hasta los 14 dias (que se establecié como
fecha para obtener los especimenes para estudios
de laboratorio en un plazo de dos semanas) (Figura

4). No se registraron pérdidas por mortalidad en
todas las plantas ocupadas como hospedero.

Los datos obtenidos a los 14 DDI en las plantas de
mirto indicaron que existe un coeficiente de
correlacion de 0.9872 y R? =97.4651 (P>0.05) que
indica que el modelo de regresion se ajusta a los
datos reales y que existe una fuerte relacion entre
las variables DDI de las plantas de mirto y los
especimenes de afidos presentes, el mismo que
permite establecer un modelo lineal (Y= a + b*X)
ajustado a los 14 dias, donde la férmula que
potencialmente se podria aplicar es:
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Especimenes de afidos = 48.075 + 36.475 * DD,
donde el valor de la intercepcion corresponde a
48.075 y el valor de la pendiente a 36.475.

La utilizacion del mirto M. paniculata resulto
excelente para la cria de T. aurantii, especie vegetal
utilizada como planta hospedera para la cria y
establecimiento del psilido asiatico Diaphorina
citri Kuwayama (Hemiptera: Liividae) y en ella
llevarse estudios de hongos entomopatogenos,
depredadores y parasitoides, sobre todo por la
facilidad de trabajar con plantas de menos de 40
cm, obtener nuevos brotes y colectas de
especimenes cada 15 dias bajo condiciones de
laboratorio (Pérez-Atrtiles et al., 2017; Chirinos et
al., 2018).

Atencio-Valdespino et al., 2023

Con respecto a la utilizacion de plantas de la
familia Fabaceae existen experiencias con las crias
de afidos como el caso de Aphis craccivora Koch
sobre el frijol caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)
(De La Pava y Sepulveda Cano, 2015), Myzus
persicae (Sulz Er) y Aphis fabae Scop Oli sobre
cultivares de remolacha (Beta vulgaris L.)
(Caryophyllales:  Amaranthaceae) y poroto
(Phaseolus vulgaris L.) (Rabales: Fabaceae) en
condiciones controladas de laboratorio (Lopez et
al., 2011), para este estudio no resultaron ser las
mejores plantas hospederas para la cria del afido T.
aurantii.

Figura 2. Adulto aptero de Toxoptera aurantii. a) Cuerpo. b) Superficie ventral del abdomen mostrando
rebordes (érgano estridulador). ¢) Segmento antenal I11. d) Segmentos rostrales. €) Sifanculo. f) Cauda.
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También existe el registro sobre plantas de habas
(V. faba) con el afido A. pisum para la cria del
parasitoide A. ervi y la realizacién de ensayos
toxicoldgicos sobre el parasitoide en condiciones
de laboratorio en cdmaras de cria a 20 °C, sin
detallar informacion de dias para el desarrollo de
los afidos (Zuazla et al., 2000).

Los estudios para establecer crias del &fido T.
aurantii indicaron resultados prometedores con el
uso de brotes frescos de cacao con el fin de ser
utilizados  para  pruebas de  diferentes
concentraciones de insecticidas naturales en
condiciones de laboratorio (Tapia, 2021), pero no
con el uso de plantones como el presente estudio.

250 pm
—
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Figura 3. Adulto alado de Toxoptera aurantii. a) Cuerpo. b) Segmento antenal I11. ¢) Sifunculo. d) Ala anterior.
e) Cauda. f) Superficie ventral del abdomen mostrando rebordes (6rgano estridulador).

Tabla 1. Promedio de especimenes de afidos a
los 2y 14 DDI (dias después de la infestacion) de
las plantas en tratamiento.

Planta Promedio de Promedio de
hospedera afidos por afidos por
planta2 DDl  planta 14 DDI
Mirto 1197 +8.18a* 51.5+55.95a*
Frijol 193+1.48b 00b
Mucuna 1.20+1.97b 00b
Canavalia 043+1.25h 0.0b

*Letras  diferentes son  significativamente
diferentes de acuerdo con la prueba LSD (p<0.05).
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Figura 4. Incremento en la abundancia de afidos luego de 14 DDI en las plantas hospederas en tratamientos.

Con la especie de afido T. citricida se establecieron
crias con el uso de la planta C. sinensis con el fin
de ser utilizadas para pruebas con insectos
depredadores como el caso del sirfido depredador
0. gastrostacus, pero los estudios consistieron en
colocar especimenes del afido en las plantas de
citrico para observar la depredacién en un plazo de
24 horas (Emmen y Quir6s, 2006), pero no para
evaluar el incremento de su poblacién como
ocurrié en el presente estudio.

Ensayos para la cria de T. citricida en Panama
utilizaron cortes de brotes nuevos de naranja (C.
sinensis) para mantener ninfas de primer estadio
del afido para pruebas con aislados de hongos
entomopatogenos (Martinez, 2009), pero no para
mantener las ninfas directamente sobre las plantas
como ocurri6 en el presente estudio con el mirto.

CONCLUSIONES

Entre los caracteres determinantes para adultos y
ninfas del &fido Topxoptera aurantii se incluyen los
asociados al cuerpo, segmento antenal IlI,
sifunculo, ala anterior, cauda y superficie ventral
del abdomen mostrando rebordes.

La utilizacién del mirto (Murraya paniculata) para
mantener crias a temperatura ambiente en
invernadero permite establecer crias 10.3 veces
mayores a la poblacidn inicial en periodos de 14
DDI (Dias después de la infestacion).
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