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RESUMEN

La llegada en el 2006 de la mariposa asiatica de los citricos Papilio demo-
/eusL. a Puerto Rico ha generado interés en conocer detalles sobre su con-
trol y sobre su ciclo biolégico. Este trabajo estuvo dirigido a describir su ci-
clo de vida bajo condiciones locales, y a determinar, mediante pruebas de
laboratorio, qué plaguicidas biolégicos o de riesgo reducido serian efecti-
vos en el manejo de sus poblaciones. Encontramos que en Puerto Rico, la
mariposa tuvo un ciclo de vida de alrededor de 30 dias. La etapa de huevo
dura tres dias; los estadios de los estados larvales 1 al 5sonde 3,2,3,3y 5
d, respectivamente; el estado de pupa, 12 dias. Las capsulas cefalicas de
las hembras de Gltimo estado tienden a ser mas grandes que las de los ma-
chos. Nuestros datos apuntan hacia la posibilidad de 12 o mas generaciones
al aho de £ demo/eus en Puerto Rico. Las pruebas de toxicidad aguda esto-
macal de terceros estados larvales indican que spinosad y Bac/llus thurin-
giensis subs. kurstaki tienen mortalidades tipicas de 100%. Otros plaguici-
das probados, como la azadirachtina y una mezcla de piretrinas con
rotenona, no fueron tan efectivos. Las posibles ventajas al uso de estos pla-
guicidas se discute a la luz de iniciativas para fomentar el uso de plaguicidas
de “riesgo reducido” en cultivos como los citricos.
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ABSTRACT

Life cycle and control of the Asian lime swallowtail, Pap/i/io demo/eus (Lepi-
doptera: Papilionidae): A new invasive pest in Puerto Rico

The arrival of the invasive Asian lime swallowtail, Papi/io demo/eus L., in
Puerto Rico has prompted the need for a better understanding of its life cy-
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cle, and its control options under local citrus-producing conditions. Our re-
sults show that £ demo/eus has a life cycle of approximately 30 days. From
oviposition, eggs hatch in three days. Larval instar durations are 3, 2, 3, 3,
and 5 d for larval stages 1 to 5, respectively. Pupal stage lasts approximately
12 days. Head capsule measurements for instars 1 to 4 are similar in males
and females. Last instar females tend to be larger than males. Our data sug-
gest that 12 or more generations are possible under local conditions. Acute
stomach toxicity tests on third instar larvae indicate that spinosad and Bac//-
lus thuringiensis subs. kurstaki cause 100% mortality in most concentra-
tions tested. Other insecticides were not effective. Possible advantages of
using these products are discussed in light of initiatives to use reduced risk
pesticides and biologically-based pesticides.

Key words: Papilio demoleus, invasive pest, life cycle, control, citrus

INTRODUCCION

La mariposa asiatica de los citricos, Papilio demoleus L., fue repor-
tada por Homziak y Homziak (2006) en la Reserva de la Biosfera del
Bosque Seco de Gudnica en marzo del 2006. Este hallazgo ocurre a solo
dos afios de su primer informe en América, en la regién del Higiliey de
la Espariola (Guerrero et al., 2004). Papilio demoleus esta considerada
en muchos paises como una plaga importante en citricos, especial-
mente en plantaciones nuevas (Narayanamma et al., 2001; Guerrero et
al., 2004). La especie aparenta ser especialista en el género Citrus L.,
donde se ha reportado en todas las especies de importancia econémica,
aunque también se le encuentra en otros géneros de Rutaceae (e.g., Mu-
rraya Koenig y Zanthoxylum L.) (Cheng y Chang, 2005). Pathak y Rizvi
(2003) encontraron que el limén, Citrus aurantiifolia (Christm.) Swin-
gle, es el hospedero donde mejor se desarrolla la mariposa y su favorito
para ovipositar.

Como su nombre comun lo indica, esta mariposa es probablemente
originaria del continente asidtico, aunque sus antepasados mas remo-
tos son oriundos de Madagascar (Zakharov et al., 2004). Su distribucién
actual incluye la peninsula Arabica y el Golfo Pérsico, Iran, India, Pa-
kistan, China, Taiwan, Filipinas, Australia y muchas de las islas del
Indo-Pacifico y donde solo recientemente se ha introducido (Guerrero et
al., 2004). Se le conoce también por varios otros nombres comunes, tales
como la mariposa del limén (lemon swallowtail),la mariposa de la lima
(lime swallowtail), y la mariposa de cuadrados (chequered swallowtail).

Segun Eastwood et al. (2006), se sospecha que su introduccién en la
isla de la Espariola estuvo relacionada con la importacién de material
de germoplasma proveniente de Asia, o con la introduccién deliberada
de los adultos como parte de actos festivos y bodas. No se conoce cémo
lleg6 esta plaga a Puerto Rico. Aunque no descartamos las razones an-
tes expuestas, existe también la posibilidad de que P. demoleus llegara
mediante su propia capacidad de dispersién. Esta especie esta recono-
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cida por su alta vagilidad y su gran capacidad para hacer vuelos largos,
como ha quedado demostrado por sus veloces invasiones geograficas,
inclusive entre dreas desérticas y entre archipiélagos islefios en el Pa-
cifico (Badawi, 1981; Matsumoto y Noerdjito, 1996; Matsumoto, 2002;
Guerrero et al., 2004).

Desde su hallazgo en Puerto Rico, tanto productores de citricas
como entidades puiblicas han desarrollado gran interés en conocer méas
detalles sobre su control y sobre su ciclo biolégico. Al presente, su ciclo
de vida s6lo ha sido estudiado en areas geograficas no tropicales (e.g.,
Pakistan y Arabia Saudita) y se desconoce en Puerto Rico. Tampoco
existen recomendaciones locales para uso de plaguicidas apropiados.
Por consiguiente nuestro trabajo de investigacion estuvo dirigido a des-
cribir su ciclo de vida bajo condiciones locales, y a determinar, mediante
pruebas de laboratorio, qué plaguicidas biolégicos o de riesgo reducido
serian efectivos en el manejo de sus poblaciones.

MATERIALES Y METODOS

Coleccion de material y crianza: Inicialmente, coleccionamos
huevos y larvas de la mariposa asiatica en un sembrado de limones
criollos [Citrus aurantiifolia (Christm.) Swingle] localizado en la Esta-
cién Experimental Agricola de Lajas (18°01’57”N y 67°04’23”0, a 30 m
sobre el nivel del mar). Esta estacién radica en la regién suroeste de la
Isla, en el Valle de Lajas, a unos 20 km al noroeste del sitio original de
su descubrimiento en Guanica en el 2006. En los experimentos de de-
sarrollo y ciclo de vida se utilizaron 20 individuos como parentales.

Crianza y recopilacion de parametros de desarrollo. En el la-
boratorio, colocamos 200 larvas individualmente en placas de Petri (10
cm de didametro) con hojas frescas de limén criollo sobre papel de filtro
humedecido con agua destilada. Mantuvimos las placas a temperatura
ambiente (~27° = 2° C) y fotoperiodo natural (cerca de 12:12 para diciem-
bre a esta latitud). Ademas, reponiamos las hojas, limpidbamos las pla-
cas, y humedeciamos el papel dentro de la placa hasta obtener la pupa.
Diariamente examindbamos las larvas anotando cualquier muda y mi-
diendo la capsula cefalica bajo un microscopio de diseccién (Olympus mo-
delo SZX12) con micrémetro ocular con una precisién de 0.1 mm. La me-
dida obtenida fue la distancia mas larga de la capsula cefalica entre las
genas y perpendicular a la sutura epicranial, aproximadamente al nivel
donde el vértice se une con el frons al centro de la capsula. Cada pupa se
deposité individualmente en conos hechos de papel de filtro, y dentro de
jaulas de material de lumita’ con un volumen interno de 6.1 m?.

Pruebas de insecticidas por ingestion. Ensayamos el efecto de
toxicidad aguda de la ingesta mediante el uso hojas envenenadas con
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uno de cuatro plaguicidas comercialmente formulados. Los plaguicidas
investigados son considerados como de “riesgo reducido” o como bio-pla-
guicidas. Los primeros se definen como productos que ofrecen menos
riesgos a la salud y al medio ambiente que otros plaguicidas convencio-
nales, y los dltimos estdan definidos como sustancias naturalmente de-
rivadas de animales, plantas o microorganismos que son efectivas con-
tra plagas o enfermedades (U.S. Environmental Protection Agency,
2006). Los productos comerciales usados fueron Pyrellin® E.C. (i.a.
0.6% piretrinas y 0.5% rotenona); Neemix® (i.a. 4.5% azadiractina);
Spintor® 2SC (i.a., 22.8% spinosad - mezcla de spinosin A y spinosin
D); y Dipel® DF (i.a. 10.3% Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki y en-
doproteina)®. Los primeros dos (i.e., Pyrellin y Spintor) estan cataloga-
dos como plaguicidas de riesgo reducido por U.S. EPA, mientras que Di-
pel DF y Neemix 4.5 se consideran bioplaguicidas.

Enlas pruebas de envenenamiento por ingesta utilizamos hojas ma-
duras de limén criollo sumergidas en cada solucién, simulando asi as-
persiones de follaje saturado. Las soluciones de cada plaguicida corres-
pondieron a (1) la dosis minima recomendada (1X); (2) 1a mitad de esta
dosis (0.5X); o el doble de 1a dosis recomendada (2X). Los insecticidas se
mezclaron en solucién de agua destilada con 0.1% del surfactante orga-
nosilicado Joint Venture®. En el caso de los testigos control, las hojas
s6lo se sumergieron en una solucién 0.1% (v/v) de surfactante. Las con-
centraciones de ingrediente activo usadas por tratamiento (i.e., 0.5X,
1X, 2X) fueron (a) 5.8, 11.6, 23.3 mg/L de Pyrellin (total de piretrina +
rotenona) (v/v); (b) 23.2, 46.4, 92.8 mg/L (v/v) de spinosad; (c) 38.3, 76.6,
153.2 mg/L (v/v) azadiractina; y (d) 6.3, 12.7, 25.3 mg/L (v/v) de Dipel
(B.t. + proteina). Las hojas tratadas se secaban al aire fresco por 20 a 30
minutos antes de colocarlas con las larvas.

Una vez secas, las hojas tratadas se colocaban en placas de Petri (15
mm didmetro) sobre papel de filtro ligeramente humedecido. Cada
placa contenia de tres a cuatro hojas tratadas. Usando un pincel de pe-
los finos afiadimos 10 larvas del 3er estado a cada placa. Estas larvas
no habian sido alimentadas por 12 horas para asegurar voracidad en la
ingesta. Una vez en las placas, las larvas se alimentaron ad libitum en
las hojas tratadas. Utilizamos dos réplicas, cada una formada por dos
placas de 10 larvas, de cada dosis por plaguicida, y preparamos un tes-
tigo control correspondiente a cada plaguicida. Colocamos las placas en
un lugar a temperatura ambiente (~27°+ 2° C) y fotoperiodo natural.
Observamos la mortalidad de las larvas a las 24, 48 y 72 horas. A los

fLas marcas registradas s6lo se usan para proveer informacién especifica y su uso no
constituye garantia por parte de la Estacién Experimental Agricola de la Universidad de
Puerto Rico ni endoso sobre otros productos o equipo que no se mencionan.
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supervivientes luego de las 72 horas los criamos con hojas no tratadas
hasta que llegaron a adultos, observando anomalias en el crecimiento y
en el desarrollo. Finalmente usamos la formula de Abbott (1925) para
corregir la mortalidad observada con la de los grupos control. Se utilizé
la prueba de T para comparar entre machos y hembras en los ensayos
de desarrollo, y ANOVA usando la prueba LSD para comparar entre
promedios en las pruebas de insecticidas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo y ciclo de vida

Los adultos tienden a emerger de la pupa entre 7 y 8 a.m., y en dos
o tres horas ya han expandido las alas y estdn listos para aparearse. El
apareo ocurre entre 10 y 12 del dia (n = cinco parejas) y puede durar en-
tre dos y cuatro horas, al cabo de las cuales 1a hembra empieza su pos-
tura de huevos (Figura 1). Las hembras pueden aparearse més de una
vez y ovipositan en hojas tiernas de su hospedero, aunque es frecuente
ver posturas en las ramas, espinas, y en plantas aledafias que no son
hospederas (e.g., Ipomoea spp., Convolvulaceae). Los huevos recién
puestos son amarillo verdosos, esféricos y sin méacula; segin maduran
puede observarse las maculas de las mandibulas y de los gjos. El estado

FIGURA 1. Apareo de Papilio demoleus .. Hembra a la izquierda.
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de huevo dura tres dias a 27° = 2° C (n = 129). Segun otros autores, la
alimentacién en cautiverio es un factor clave para determinar la longe-
vidad y la fecundidad potencial (Munir, 2004). Aunque no hemos cuan-
tificado el largo de vida de los adultos o su fecundidad, hicimos una ob-
servaciéon de la postura de 60 huevos en un dia por una hembra
enjaulada. Otra hembra duré 16 dias en cautiverio. Tanto Munir (2004)
como Ather Rafi (1995) comentan que la supervivencia de P. demoleus
es de aproximadamente siete dias.

Las pruebas demostraron que en diciembre, en medio de la época
mas fria del afio en esta latitud tropical, el periodo de desarrollo de P.
demoleus es de aproximadamente 30 dias. No observamos diferencias
significativas entre machos y hembras en el tiempo total de desarrollo
larval, aunque hay una tendencia en las hembras hacia un periodo lar-
val mas prolongado, ya que estuvieron un dia mas que los machos en su
dltimo estadio larval (Cuadro 1). Esta tendencia de las hembras se re-
fleja también en su mayor tamario al tiempo de la muda hacia la pupa
(Cuadro 2). Utilizando 1a medida de las capsulas cefalicas, observamos
que durante el dltimo estado larval las hembras adquieren mayor ta-
mario que los machos y tardan mas tiempo en desarrollarse (Cuadros 1
y 2). Ningtn otro estado o estadio fue diferente entre sexos. Hallamos
que el periodo de incubacién del huevo es de tres dias, el periodo larval
es de 12 a 15 dias, y el periodo pupal es de 12 dias.

El desarrollo de P. demoleus esta directamente relacionado con la
temperatura (Chatterjee et al., 2000). En areas subtropicales de Pakis-
tan, por ejemplo, el periodo de desarrollo desde huevo hasta adulto va-
ria entre 26 dias, en los meses calidos del verano, y 59 dias, en otorio y
primavera (Ather Rafi, 1995). En las regiones mas templadas de ese
pafs se observan entre ocho y nueve generaciones al ano, mientras que

CUADRO 1. Duracién (en dias) de los estadios de Papilio demoleus.

Estadio N Hembras N Machos P
Huevo 61 3.0 £ 0.0 dias 68 3.0 = 0.0 dias NS
1o 14 2.6 + 0.4 dias 16 3.7 £ 0.6 dias NS
20 14 2.0 £ 0.3 dias 16 2.1 £ 0.4 dias NS
3ro 12 2.6 + 0.3 dias 15 2.7 £ 0.3 dias NS
4to 12 3.0 £ 0.4 dias 15 3.2 + 0.6 dias NS
5 10 5.4 + 0.2 dias 13 4.3 = 0.4 dias 0.04*
Larvalab 10 15.0 £ 1.0 dias 13 12.2 + 1.7 dias NS
Pupa 10 12.2 + 0.4 dias 13 12.3 + 0.5 dias NS
Huevo a Adulto 30.0 = 2.0 dias 26.5 = 2.4 dias NS

(NS = las medias no son significativamente diferentes usando prueba de T de Student
y p > 0.05).
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CUADRO 2. Ancho de la capsula cefdlica (mm) en larvas de Papilio demoleus L. criadas
en el laboratorio.

Estado N Hembras N Machos P
1w 14 0.75 £ 0.10 mm 16 0.77 £ 0.09 mm NS
20 14 1.27 + 0.12 mm 16 1.31 £ 0.13 mm NS
3ro 12 1.98 + 0.14 mm 15 2.08 £ 0.17 mm NS
4to 12 2.97 £0.10 mm 15 2.77 £ 0.07 mm NS
5 10 471 + 0.15 mm 13 4.33 + 0.09 mm 0.03*

(NS = las medias no son significativamente diferentes usando prueba de T'y p > 0.05).

en areas mas célidas pueden desarrollarse hasta 13 generaciones en un
afio (Munir, 2004). La diferencia estriba en que, en areas maés frias, el
invierno pakistani causa que la mariposa entre en diapausa invernal
en su estado de pupa, que puede durar entre cuatro y cinco meses
(Ather Rafi, 1995). Badawi (1981) reporta nueve generaciones en Ri-
yadh, Arabia Saudita.

Nuestros datos apuntan hacia la posibilidad de 12 0 méas generacio-
nes al afio de P. demoleus en Puerto Rico, especialmente si su desarrollo
larval es mas rapido en periodos mas célidos del afio. Tenemos que aria-
dir que nuestras observaciones de dos afios en Lajas indican mayor pre-
valencia de la mariposa durante la época fria del afio (noviembre a
enero), y bajas poblaciones durante el verano (mayo a septiembre).
Esta observacién parece estar en conflicto con nuestra hipétesis de que
ocurren hasta 12 generaciones al afio. La resolucién de esta pregunta
requiere mds experimentacién para determinar si P. demoleus entra en
una etapa de estivacion o diapausa reproductiva en las épocas més ca-
lurosas del ario.

Control de P. demoleus con bioplaguicidas vy plaguicidas de riesgo
reducido

Nuestras pruebas de toxicidad aguda en ingesta demuestran que los
productos ensayados més efectivos fueron spinosad (Spintor), en todas
las dosis evaluadas, y Bacillus thuringiensis (B.t.) subs. kurstaki (Cua-
dro 3). Todas las dosis de spinosad ocasionaron 100% de mortalidad de
los 3ros estados a las 24 h. Los otros productos ensayados, Neemix 4.5
y Pyrellin, no fueron tan efectivos contra la plaga. Con éstos, la morta-
lidad aproximada en dosis altas fue de 50% o menos.

Nuestros resultados representan el primer informe sobre la efecti-
vidad de spinosad sobre P. demoleus, evidenciado por un inmediato cese
de actividades de alimentacién y un 100% de mortalidad en las prime-
ras seis horas post tratamiento. El uso de este producto puede ser una
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CUADRO 3. Porcentaje de mortalidad corregida, usando la férmula de Abbott (1925),
para 37 estados de Papilio demoleus expuestos a diferentes dosis de cuatro
plaguicidas en el laboratorio.

Plaguicida Dosis 24 h 48 h 72h™
B.t. ‘kurstak?’ 0.5x 75 90 90 a
1x 100 100 100 a
2x 100 100 100 a
Pyrellin EC 0.5x 0 0 0b
1x 0 0 0b
2x 40 45 45b
Spintor 2 SG 0.5x 100 100 100 a
1x 100 100 100 a
2x 100 100 100 a
Neemix 4.5 0.5x 0 0 0b
1x 5 26 37b
2x 21 42 58 b

**Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) usando la prueba LSD
entre las mismas dosis de diferentes plaguicidas.

alternativa adecuada contra las larvas de esta mariposa por su reputa-
cién de tener impactos reducidos contra enemigos naturales comunes
en citricas. Por gjemplo, Elzen (2001) encontré que spinosad era menos
toxico a depredadores generalistas en sistemas agricolas. Otros autores
han encontrado resultados similares (Tillman y Mulrooney, 2000; Mus-
ser y Shelton, 2003). Desafortunadamente, hay también informes de
efectos letales y subletales sobre parasitoides himenépteros (Hill y Fos-
ter, 2000; Nowak et al., 2001; Tillman y Mulrooney, 2000), por lo que
una recomendacién definitiva del producto debe tener en cuenta su im-
pacto sobre los enemigos naturales. Precauciones similares han de apli-
carse a los otros productos usados en estas pruebas. Por egjemplo, aza-
diractina, el ingrediente activo de Neemix 4.5, causa altas toxicidades
sobre importantes enemigos naturales de afidos en citricas, tales como
Neuroptera: Chrysopidae (Medina et al., 2003) o sobre parasitoides hi-
mendépteros (Saber et al., 2004).

Nuestro hallazgo de la alta efectividad de B.z. contra P. demoleus es
de especial significado. Estos resultados confirman lo observado por
Savithri y Narayanamma (2003) que hallaron que el B.t., en concen-
traciones de entre 25 y 75 mg/L, ocasionaba 100% de mortalidad en
larvas de 3er estado. Sin embargo, nuestros resultados indican que
concentraciones atin menores a las usadas por estos autores (i.e., 6.3 y
12.7 mg/L) son igualmente efectivas. Otros autores confirman la efec-
tividad de B.t. en el campo contra esta plaga, siendo tan efectivo como
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el plaguicida convencional cypermethrin, un piretroide sintético (Na-
rayanan y Jayaraj, 1974; Gopalakrishnan y Gangavisalakshy, 2005).
En términos de la protecciéon de enemigos naturales, B.t. ‘kurstaki’
ofrece una alternativa excelente por su inocuidad restringida sélo a le-
pidépteros herbivoros.

Finalmente, la busqueda de alternativas de manejo de plagas con
bajo impacto a la salud del usuario y las poblaciones de enemigos natu-
rales es de especial importancia en Puerto Rico, donde tradicional-
mente el uso de insumos insecticidas en citricas es bajo. Segtn algunos
autores, la mayoria de las plagas insectiles de citricas en Puerto Rico
parecen estar bajo controles naturales adecuados, probablemente de-
bido al bajo uso de insecticidas (Michaud, 2003; Michaud y Browning,
1999). Por consiguiente, cualquier accién de control de plagas debe ser
cuidadosamente escogida para no afectar el delicado balance entre
otras plagas y sus enemigos naturales.
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