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VARIACION MORFOMETRICA Y GENETICA DE Diaphorina citri
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Valeria Isabel Cuellar Sanchez, M.C.
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RESUMEN

Diaphorina citri es el vector mas importante del Huanglongbing, la enfermedad mas
destructiva de los citricos en el mundo. El objetivo de este estudio fue detectar la
presencia de variantes morfométricas y genéticas, a traves del anélisis de secuencias de
nucleétidos mediante RAPDs y el gen mitocondrial mtCOI para determinar si existe
correspondencia entre variantes de individuos de D. citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae), colectados en rutadceas de Veracruz, México. Se encontraron variaciones
morfomeétricas en el ancho, largo y venacion de las alas y de los procesos genales de los
especimenes estudiados. Los anélisis genéticos por medio de RAPDs y secuencias
obtenidas con el gen mtCOI confirman la existencia de cuatro haplotipos (H1-H4) de D.
citri asociados a citricos en la regién productora de Cazones, Veracruz. El H1 fue el
méas frecuente y se encontré en todos los hospederos estudiados, mientras que los
restantes haplotipos (H2, H3 y H4) solo se detectaron en un hospedero. Existe relacion
entre los cambios morfométricos y los haplotipos encontrados, aunque no estan ligadas

de todo al hospedero.
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ABSTRACT

Diaphorina citri is the most important pest of citrus, which transmits the disease
Huanglongbing, the most devastating disease worldwide. The aim of our study was to
assess the potential existence between morphometric and genetic differences among D.
citri individuals collected from different plant hosts. Genetic variation among
individuals was detected by RAPDs and sequence analysis of a fragment of the
mitochondrial gen Cytochrome Oxidase subunit | (COI). Morphometric variations were
found in the wide, length and wing venation as well as genal processes among
individuals studied. Genetic analyses revealed the existence of four haplotypes (H1-H4).
Haplotype H1 was the most frequent and found in individuals collected from all plant
hosts, haplotypes H2-H4 were only found in one plant host. A relationship was found
between morphometric and genetic variation, but without a clear interaction with the

plant host.

Key words: Asiatic citrus psyllid, morphometrics, RAPDs, COI, PCR.
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Make it simple, but significant
-Don Draper-

We’re all just stories in the
end, so make it a good one, eh?
-The Doctor-

When you’re a kid, they tell you it’s all

grow up, get a job, get married, get a house, have a kid and that’s it.
But the truth is, the world is so much stranger than that.

It’s so much darker.

And so much madder.

And so much better.

-Elton Pope-
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1. INTRODUCCION

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), también conocida como
Psilido Asiatico de los Citricos (PAC), es considerada la plaga mas importante de los
citricos en el mundo, debido a que transmite la bacteria (Candidatus Liberibacter var.
asiaticus y americanus) causante del Huanglongbing (HLB) o dragdn amarillo de los
citricos, la enfermedad mas destructiva de los citricos a nivel mundial; responsable del
declinamiento y muerte de millones de arboles (Roistscher, 1996; Halbert & Manjunath,
2004; Bové, 2006).

Es l6gico suponer que el PAC al ser una plaga invasora, de origen asiatico y de
reciente introduccion a nuestro pais, haya estado sujeta a procesos evolutivos de
diferenciacion genética que hayan permitido su adaptacion y establecimiento y puedan
resultar en especiacion (Sakai et al., 2001; Maron et al., 2004; Facon et al., 2006;
Prentis et al., 2008).

El PAC es una plaga exotica, de origen asidtico y de reciente introduccién a
nuestro pais. No obstante, D. citri se encuentra presente en Brasil desde el siglo pasado,
aunque la enfermedad estaba restringida solamente al sudeste de Asia, India y Africa
(Mead, 1977); por lo que se presupone que haya estado sujeta a procesos evolutivos de
diferenciacion genética desde su llegada al continente americano, lo que le ha permitido
su adaptacion, establecimiento y quizé diferenciacion (Sakai et al., 2001; Maron et al.,
2004; Facon et al., 2006; Prentis et al., 2008). En el continente Americano
(principalmente E. U. A, Brasil y Argentina) se han reportado poblaciones de D. citri
con variantes en coloracion abdominal, la cual correlaciona con la tasa reproductiva y la
atraccion de hembras hacia los machos (Wenninger et al., 2009). En México también se
reportd recientemente la presencia de individuos, dentro de una misma poblacion, que
diferian en talla corporal, longitud y amplitud de procesos genales y, longitud y
amplitud de alas anteriores (Garcia-Pérez et al., 2013), aparentemente asociados a la
planta hospedera; sin embargo, en ninguno de los casos se demostro la existencia de un
determinismo genético.

Las observaciones realizadas hasta ahora han sentado un fuerte precedente de la
formacion de posibles biotipos o razas, sobre sus hospederos, por lo que la realizacion
de estudios moleculares en el caso de D. citri, proporcionarian informacion relevante

sobre si los cambios morfoldgicos reportados, son indicio de la formacion de



subespecies 0 razas, o de relaciones especificas que se estan estableciendo entre el
insecto y su hospedero.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo de investigacion fue el documentar la
presencia de variantes morfométricas, y tratar de ligarlas a diferencias genéticas,
mediante el uso de RAPDs y mtCOI para determinar si existe correspondencia entre

variantes en individuos de D. citri colectados en rutidceas de Cazones, Veracruz,
Meéxico.



2. OBJETIVOS

2.1 General
« Determinar la existencia de variantes morfométricas y genéticas entre
poblaciones de Diaphorina citri colectadas en diferentes hospederos en
Veracruz, México.

2.2 Especificos

« Confirmar la identidad de los individuos de D. citri recolectados en diferentes

hospederas rutaceas en Veracruz, México.

+ ldentificar caracteres morfométricos variantes en poblaciones de Diaphorina

citri colectados en rutaceas de Veracruz.

+ Identificar variacion genética entre las poblaciones de diferentes hospederos de

D. citri de Cazones, Veracruz.

¢+ Correlacionar variaciones morfométricas con variantes genéticas en individuos

de D. citri recolectados en diferentes hospederos de Cazones, Veracruz.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 Impacto econdémico del HLB- Diaphorina citri en México

El HLB, enfermedad asociada a la bacteria Candidatus Liberibacter spp., y
transmitida en el continente Americano por el PAC es reconocida a nivel mundial como
la enfermedad mas devastadora de los citricos. El vector fue encontrado en México
desde el afio 2002, para el afio 2008 el insecto invadié por completo la citricultura
nacional. El patogeno Ca. Liberibacter asiaticus fue detectado por primera vez durante
el 2009 en Yucatan, México. En nuestro pais esta enfermedad ha avanzado rapidamente,
de 2010 a 2013 el HLB se extendi6 a 232 municipios en 14 de los 23 estados citricolas
del pais (Baja California Sur, Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Nayarit, Puebla, Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y Yucatan) y
anteriormente ya se habian realizado detecciones de psilidos infectivos en Sonora,
Veracruz, San Luis Potosi, Oaxaca, Nuevo Leon, Morelos y Coahuila (este ultimo sin
superficie citricola) (SENASICA, 2014). Por la naturaleza agresiva del patégeno, la
mayoria de los arboles infectados mueren en un plazo de 3 a 10 afios (Salcedo et. al.,
2010).

De acuerdo a las estimaciones oficiales, las pérdidas a nivel nacional pueden
exceder el 50% de la produccién proyectada, lo que representa un fuerte impacto
negativo no s6lo para las unidades productivas, sino para los trabajadores que dependen
de esta industria como fuente de sustento econdémico (Salcedo et al., 2010;
SENASICA, 2012).

La presencia del vector y la bacteria como una combinacion destructiva, pone en
grave riesgo la cadena citricola mexicana, porque de ella dependen 69 mil productores y
154 mil empleos directos (Salcedo et al., 2010). También estan en riesgo 549 mil
hectareas sembradas de citricos, alrededor de 60 viveros certificados y en tramite de
certificacion, 138 empacadoras, 110 enceradoras, 22 plantas jugueras, y 5 gajeras. El
cultivo de citricos absorbe el 40% de la superficie nacional sembrada de frutales y se
presenta de manera representativa en 23 estados de la Replblica Mexicana, aunque en
seis de ellos se concentra el 75 % de la superficie cultivada, siendo Veracruz el mayor
productor al aportar mas del 40% (SIAP, 2011; Salcedo et al., 2010).

De acuerdo con Salcedo et al., (2010) el escenario epidémico del HLB en México

puede variar en funcién de varios factores, destacando el clima y la estructura de
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hospederos citricolas en relacion también de la susceptibilidad al patogeno y de la
superficie sembrada. Con base en dicho estudio, Veracruz, Colima y Michoacan se
consideran las entidades de alto riesgo y, por lo mismo, de significativo impacto
comercial; mientras que la Peninsula de Yucatan y la vertiente del Pacifico como
regiones de moderado riesgo. Sin embargo, los eventos de 2011 mostraron que la costa
del Pacifico se ha vuelto de alto riesgo debido a la alta susceptibilidad del limon
mexicano al HLB y PAC.

Diaphorina citri tiene un rango de hospederas gque incluye a varias plantas de la
familia de las rutaceas. Ademas de alimentarse y desarrollarse en los brotes tiernos de
los citricos, se sostiene de brotes nuevos de la planta ornamental, conocida como
limonaria, jazmin o azahar de la india (Murraya paniculata (L.) Jack), que se considera
la principal hospedera, debido a que es comun encontrar limonaria en jardines, avenidas
y traspatios de zonas urbanas, el control del psilido se dificulta, ya que se reproduce en
éstas para luego atacar huertas citricolas (Halbert & Manjunath, 2004).

Los datos existentes en el Museo Nacional de Historia Britanico, indican que el
hospedero original de D. citri probablemente fue una especie de Murraya, pero esta
plaga se desarroll6 rapida y exitosamente en citricos (Hollis, 1987). Sin embargo, el
PAC ha ampliado su rango de hospederos a través de todo un proceso evolutivo, en
dicho proceso se involucran a la temperatura y la precipitacion que varian en respuesta a
la latitud del lugar, altitud y a la continentalidad.

En contra de las referencias bibliograficas a nivel mundial, que evidencian los
dafios mas importantes sobre naranja, en México el cultivo que evidencia el maximo
impacto es el limdn mexicano y las regiones agricolas del Pacifico las més afectadas
(Salcedo et al. 2010)

3.2 Diaphorina citri como especie invasora

El fendbmeno de las invasiones bioldgicas ha aumentado en los ultimos 150 afios
con la globalizacion (Sakai et al., 2001). EI movimiento intencional de especies tiene
diferentes motivaciones, tales como la produccion de alimento, control bioldgico,
propagacion de plantas de ornato, crianza de animales en bioterios o en zoologicos y
establecimiento de colecciones de referencia, entre otros. Sin embargo, no todas son
consideradas perjudiciales y, pese a que constituyen un elemento importante en las

actividades humanas, otras especies introducidas son liberadas o escapan de su
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cautiverio al medio natural. Aunque la mayoria de los casos estas especies no
sobreviven en él, otras establecen poblaciones autosostenibles en ecosistemas naturales,
proliferan e interfieren negativamente con especies nativas, por lo que son denominadas
especies invasoras (McNeely et al., 2001; Sakai et al., 2001; Gurevitch & Padilla, 2004;
Ross & Shoemaker, 2008).

Sakai et al. (2001) mencionan que la genética y los procesos evolutivos pueden
determinar si una especie invasora se establece y propaga. De igual manera la
hibridacion, inter o intraespecificas o endogamia entre poblaciones previamente aisladas
de la misma especie, puede repercutir de manera importante en la evolucion de la
colonizacion (Ellstrand & Schierenbeck, 2000; Tsutsui et al., 2000).

Un evento de colonizacion puede implicar un cuello de botella en la poblacion,
porque el nimero de colonos iniciales suele ser pequefio. La deriva genética durante la
colonizacion puede significar menor variacion genética en la poblacion recién
establecida. Este efecto sera parcialmente fuerte cuando los colonos proceden de la
misma poblacién de origen. Por tanto, una poblacién recién establecida es probable que
sea genéticamente menos diversa que la poblacion de la cual deriva (Barrett & Kohn,
1991).

Las invasiones constituyen con frecuencia, eventos evolutivos rapidos, dando lugar
a poblaciones genéticamente dinamicas en tiempo y espacio (Reznick & Ghalambor,
2001). Las caracteristicas genéticas de las poblaciones tienen un impacto profundo en su
capacidad para expandirse (Tsutsui et al., 2000; Ellstrand & Schierenbeck, 2000;
Krieger & Ross, 2002). Tanto la seleccion natural como la deriva génica podrian alterar
las estructuras genéticas de las poblaciones de maneras que modifican su tolerancia o
comportamiento. Las poblaciones invasoras también son capaces de inducir cambios
evolutivos en especies nativas (Filchak et al., 2000; Carrol et al.,, 2001). En
consecuencia, incorporar la genética evolutiva es importante para revelar las
caracteristicas que determinan el éxito de la invasion (Lee, 2002).

Diaphorina citri tiene su origen en el lejano oriente, por lo que al ser una plaga
invasora y de reciente introduccion a nuestro pais, es posible que el aislamiento
geografico desde su lugar de origen haya derivado en variaciones morfométricas y
bioldgicas que dificulten la definicion de una estrategia de manejo. Por tanto, la gestion
de riesgos que plantea una especie invasora como el PAC requiere, como minimo, la

capacidad de reconocer las especies. El reconocimiento, deteccidén temprana y control



de especies invasoras por tanto, supone el uso de herramientas de rapido

reconocimiento, y técnicamente accesibles y precisas (Darling & Blum, 2007).

3.3 Biotipos y Haplotipos de Diaphorina citri

De acuerdo con Drés & Mallet (2002) el término biotipo se refiere a una poblacién
con alguna diferenciacion genética o fenotipica con respecto a otra poblacién, la cual
esta en el mismo rango polimorfico de lo que taxondmicamente se define como especie.
Esto implica la diferenciacion de genes de uno o dos marcadores moleculares y no es
tan evidente si se compara con la diferenciacion genética en las razas hospederas, las
cuales se diferencian en una gran cantidad de genes nucleares y mitocondriales. Los
autores aclaran que la asociacion con el hospedero no es tan especifica ya que la
poblacién, que se encuentra en proceso de diferenciacion genética, puede tener mas de
un hospedero y a su vez, los biotipos no presentan un aislamiento reproductivo tan
marcado como las razas asociadas a hospederos (Salinas, 2010). Hay cierta controversia
en la literatura acerca de qué es un biotipo ya que no se sabe en qué es diferente o si las
diferencias implican un cambio cuantitativo o mayor en los genes. Biotipo puede
referirse a individuos genéticamente diferentes y que pueden consistir en una habilidad
diferencial para crecer o desarrollarse en una segunda variedad (Bernays & Chapman,
1994).

Diehl & Bush (1984) definieron categorias en las que un biotipo puede ser
clasificado: fenocopias o ecomorfos no genéticos, y se refiere a cuando el mismo
genotipo produce fenotipos diferentes bajo diferentes condiciones ambientales;
polimorfismos genéticos, que son fenotipos discontinuos entre individuos con
entrecruzamiento libre y que son el resultado de la variacién alélica de una frecuencia
mas alta que no puede ser mantenida por una mutacion recurrente; razas geograficas, se
refieren a organismos similares en morfologia, ecologia o comportamiento las cuales
comparten el mismo hébitat pero se encuentran en diferentes localidades; razas
hospederas, se refieren a aquella poblacion de especies que, reproductivamente, estan
parcialmente aisladas de otras poblaciones como consecuencia de la adaptacion a un
hospedero especifico.

Dentro de los biotipos se pueden encontrar diferencias a nivel molecular que
generan haplotipos (Lewter et al. 2006; Nagoshi et al. 2007). Un haplotipo es definido

como una unica forma genética que difiere de cualquier otra forma por variaciones en



las posiciones individuales (al menos en un nucledtido) en una secuencia de ADN
(Templeton, 2006).

Aunque se puedan encontrar diferencias a nivel fisiologico o reproductivo dentro
de los biotipos, las similitudes en caracteristicas a nivel morfolégico hacen imposible su
separacion. Sin embargo, difieren en varias caracteristicas a nivel molecular que
permiten su diferenciacion rapida y efectiva. Dentro de estas caracteristicas, se pueden
incluir las variaciones en aloenzimas electroforéticas con las esterasas, polimorfismos
de ADN mitocondrial, RFLPs, AFLPs, asi como las diferencias en las secuencias de
ADN repetitivo (Salinas, 2010).

La presencia de un haplotipo en una o varias localidades determinadas indica que
una poblacion migré de un lugar a otro. Los estudios realizados para encontrar y
analizar los patrones de distribucion de los haplotipos han sido realizados mediante
secuencias de genes mitocondriales, como el Citocromo Oxidasa mitocondrial
subunidad I (mtCOl) y nucleares (microsatélites).

En lo referente a D. citri, en el Continente Americano (principalmente E.U.A,
Brasil y Argentina) se han detectado poblaciones variantes en color abdominal (gris-
marron, azul-verdoso y naranja-amarillento), relacionados con la tasa reproductiva y la
atraccion de hembras hacia los machos (Wenninger et al., 2009). En México, también se
detect6 la presencia de individuos, dentro de una misma poblacion, que diferian en talla
corporal, longitud y amplitud de conos genales y longitud y amplitud de alas anteriores
(Garcia-Pérez et al. 2013), aparentemente asociados a la planta hospedero; sin embargo,
en ninguno de los casos se demostrd la existencia de un determinismo genético.

Para demostrar la existencia de variaciones genéticas e intraespecificas en
poblaciones de D. citri de Florida, Texas y Brasil, Boykin et al. (2007) realizaron un
estudio por medio de microsatélites polimdrficos; sin embargo, y aun cuando se analizo
la diversidad alélica de 288 individuos, no encontraron diferencias. Contrario a lo
anterior, de Leon et al. (2011) reportaron la presencia de 22 haplotipos de D. citri, ocho
en Sudamérica y 15 en Norte América y Hawai, sugiriendo que la introduccion del PAC
en América ocurrio por dos vias, una por el sur y la otra por el norte del continente. Méas
tarde, Boykin et al. (2012) realizaron un estudio con mtCOIl de 212 individuos
provenientes de 52 colecciones de 15 paises, donde demostraron la existencia de ocho
haplotipos, y el més frecuente fue el haplotipo Dcit-1 SWA. De igual forma Lopez et al.
(2012), también con mtCOl, reportaron la existencia de tres haplotipos en México, uno

de los cuales es registro Gnico para la zona de Yucatan. En un estudio mas reciente,
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Lashkari et al. (2013a) detectaron mediante marcadores moleculares, mtCOI, y
microsatélites, diferencias polimoérficas de D. citri entre poblaciones lIranies y
Pakistanies.

3.4 Técnicas para identificacion de polifenismos y polimorfismos genéticos en

insectos

3.4.1 Morfometria

Las caracteristicas morfoldgicas y ecoldgicas que definen a un individuo pueden
ser correlacionadas dado el resultado de las presiones selectivas y adaptaciones
fenotipo, genotipo y ambiente. La morfologia determina diversas caracteristicas
ecoldgicas, tal como la alimentacion o el rendimiento del aparato locomotor (Losos,
1990; Wainwright, 1994; Smith & Van Buskirk, 1995). Mientras, que los factores
ecologicos pueden inducir cambios fenotipicos (Travis, 1994) y conducir divergencia y
evolucion adaptativa de los rasgos morfoldgicos (Schluter & McPhail, 1992; Snorrason
et al., 1994; Westneat, 1995). Esta relacion ecomorfologica a menudo puede inferirse a
través de la forma y el tamafio de los organismos, utilizando herramientas
morfométricas (Rickfels & Miles, 1994).Uno de los mas utilizados en el tamafio del
cuerpo, ya que es uno de los caracteres fenotipicos que tienen implicaciones ecoldgicas,
biogeograficas, fisioldgica, uso del recurso, relaciones presa-depredador vy
comportamiento (Atkinson, 1994).

En ocasiones, la variacion de tamafio entre los individuos de una especie o entre
especies relacionadas, modula la competencia intra e interespecifica y una reparticion
del recurso més eficiente (Sheldon, 1968).

La aplicabilidad de herramientas morfométricas en el estudio de insectos, se ha
basado en la evaluacion métrica de las partes del exoesqueleto, las cuales presentan
cambios de forma (Tierno de Figueroa & Sanchez-Ortega, 2005). La morfometria de las
alas puede ayudar a identificar poblaciones interespecificas, como en el caso del andlisis
de variacion geografica de tres poblaciones de Drosophila lummei y D. serrata. Dantur-
Juri et al. (2011) evaluaron el efecto de las caracteristicas de las eco regiones y de las
distancias geograficas sobre los rasgos o caracteres morfoldgicos de las hembras de

Anopheles pseudopunctipennis de 15 localidades de Argentina y Bolivia, demostrando

9



que existe un mayor efecto de las ecoregiones comparado con las distancias geogréaficas.
Sin embargo, concluyen que se requieren de estudios moleculares para determinar si las
distancias geogréficas influyen sobre la diferenciacion de poblaciones del mosquito de
Argentina y Bolivia, en el extremo sur de Ameérica del Sur.

Dubey et al. (2008) utilizaron la morfologia de la mosca blanca Singhius ehretiae
(Hemiptera: Aleyrodidae) para redescribir el género basados en dimorfismos vy
variaciones intraespecificas. También se han realizado estudios con organismos
pertenecientes a la Superfamilia Psylloidea, para separar adultos morfoldgicamente
cercanos de Calophya, un género de psilidos formadores de agallas, asociados plantas
del género Schinus (Burckhardt & Basset, 2000). Vargas-Madriz et al., (2013)
evaluaron el efecto de dos variedades de jitomate en la morfometria de Bactericera
cockerelli en condiciones de invernadero, obteniendo variacion significativa entre
instares sobre diferentes variedades.

Ammar et al., (2013) se enfocaron en la morfometria de los estiletes de ninfas y
adultos de D. citri sobre naranja Valencia y su relacién con la transmision temprana de
la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus, encontrando que la bacteria no puede ser
transferida en estadios tempranos, ya que el estilete del insecto no tiene la capacidad
para cargar la bacteria. De igual forma Lashkari et al., (2013b) al estudiar las
variaciones en la forma de las alas anteriores de diversas poblaciones de Ir&n y Pakistan,
encontraron variaciones significativas que correlacionaron a mecanismos genéticos y
factores ambientales. Concluyen que la morfologia alar puede ser una herramienta Util
para conocer la estructura de la poblacion y definir métodos efectivos de control de D.

citri.

3.4.2 Diversidad genética

En general, la sistematizacion de grupos taxonémicos ha llevado a realizar estudios
basados en caracteristicas morfoldgicas, las cuales no siempre son faciles de observar, y
algunas veces pueden variar. Por lo cual, recientemente para el estudio de especies, se
recurre al analisis molecular, el cual provee una base solida en hipotesis de tipo
filogenéticas, con el proposito de identificar, determinar variaciones intra e
interespecificas del ADN de una especie, hacer analisis filogenético, estudios de
ecologia y manejo de plagas (de Rojas et al. 2011; Feldman & Ntenda, 2011). La

filogenética posee un amplio enfoque para delimitar especies morfolégicamente
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similares, ademas de utilizarse en la identificacion geografica del origen de las especies
invasoras, como es el caso de D. citri (Avise et al., 1987; Roderick & Navajas 2003;
Brown, 2004; Roderick 2004; de Lebn et al., 2006; Triapitsyn et al., 2008).

Las técnicas moleculares basadas en PCR presentan varias ventajas, incluyendo la
posibilidad de trabajar con insectos extremadamente pequefios, ademas de que no se ven
afectadas por la edad o el estadio de los insectos en algunos casos pueden ser utilizadas
en insectos secos o almacenados en alcohol por algun tiempo, como en el caso de las
muestras de museo o colecciones (Alvarez & Hoy, 2005).

Entre las técnicas moleculares mas comunes para la determinacion especifica se
encuentran el analisis de RFLP (restriction fragment lenght polymorphism), el analisis
de microsatélites, el SSCP (single-strand conformation polymorphism), los RAPD
(random amplified polymorphic DNA) y las huellas digitales de AFLP (amplified
fragment lenght polymorphism) (Hendrick, 1992; Hughes & Queller, 1993; Black,
1995; Mueller et al., 1996).

3.4.2.1 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es una reaccion enzimatica en cadena que conlleva a la amplificacion de
secuencias de ADN especifico de un ADN molde determinado, ademas de necesitar dos
oligonucleétidos o primers de aproximadamente 20 nucleétidos de longitud, cuya
secuencia debe der complementaria del ADN molde. La amplificacion se realiza en
presencia de dNTPs como sustrato y la reaccion es catalizada por la Taq polimerasa. La
secuencia entre las dos regiones complementarias a los primers es sintetizada al repetir
los ciclos, los cuales consisten en una serie de temperaturas, donde el ADN es
desnaturalizado, los primers se alinean y se lleva a cabo la polimerizacién de la
secuencia especifica. La nueva secuencia sintetizada se convierte en nuevo ADN molde
para el siguiente ciclo, es asi que tedricamente, por cada ciclo ocurrido, la concentracion
de ADN amplificado se duplica, y pasados 30 ciclos, el rendimiento de la amplificacion
de una secuencia especifica es de 1x10° copias. La PCR alcanza estos resultados debido
a que la reaccién en cadena requiere el alineamiento especifico de los dos primers a la

secuencia complementaria (Rodrigues, 2006; Burrell, 1993; Bailey & Jeger, 1992).
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3.4.2.2 Amplificacion al azar de ADN polimorfico (Random Amplification of
Polymorphic DNA).

La técnica del RAPD-PCR consiste en la amplificacion enzimatica de fragmentos
de ADN, mediante la realizacion de una reaccion PCR con oligonucle6tidos de
secuencia arbitraria, que hibridan en loci repartidos aleatoriamente en todo el genoma,
revelando polimorfismos, Gtiles como marcadores genéticos y taxondmicos. La técnica
permite una alta discriminacion taxonémica y requiere una cantidad minima de ADN
(Guirao et al., 1994).

Los organismos vivos pueden revelar regiones con secuencias de nucleétidos
(polimorfismos) que los diferencian de otros individuos, de manera similar a las huellas
dactilares (Trigiano & Caetano-Anollés, 1998). Cada segmento amplificado deriva de
una regién que contiene dos segmentos cortos de ADN con alguna homologia con el
iniciador. Estos segmentos deben estar presentes en cadenas complementarias de ADN
y ubicados lo suficientemente cerca para que ocurra la amplificacion (Rafalski &
Tingey, 1993). Los fragmentos polimorficos son heredados de forma Mendeliana y
pueden ser obtenidos de cualquier especie y no se requiere informacion previa de las
secuencias genéticas, el protocolo es relativamente rapido y facil de realizar y usa
fluorescencia en lugar de radioactividad. Debido a que es una técnica basada en la
multiplicacién de fragmentos, solamente se necesitan nanogramos de ADN vy es factible
la automatizacién (Williams et al., 1992).

Los RAPD son marcadores usualmente dominantes con polimorfismos entre los
individuos definidos por la presencia o ausencia de una banda en particular
(Mondragon-Jacobo, 2002). Cada iniciador en promedio dirigird la amplificacion de
varios loci discretos en el genoma, permitiendo seleccionar secuencias polimorficas de
nucleétidos entre individuos. ElI nimero y tamafio de los fragmentos dependera de la
secuencia de nucleotidos del iniciador y la fuente de ADN, resultando en una huella de
ese genoma o de la fraccion aleatoria del ADN amplificado. EI nimero de bandas puede
ser muy alto, dada la cantidad de iniciadores disponibles, cerca de 1200, o puede ser que
no amplifiquen ninguna banda (Tingey & del Tufo, 1993).

La naturaleza dominante de los marcadores de ADN puede ser una desventaja
debido a que la identificacion de heterocigotos no es posible. La desventaja principal es
la reproductibilidad de los resultados, debido a la competencia entre fragmentos de

ADN, el tipo de polimerasa, el tipo de maquina para PCR y las condiciones de
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electroforesis. Estos inconvenientes son factibles de minimizarse optimizando los
métodos de extraccion de ADN, manteniendo condiciones estandares de laboratorio y
usando reactivos de calidad controlada (Williams et al., 1993; Mondragdn-Jacobo,
2002).

El uso de RAPDs ha sido atil para diferenciar y realizar estudios genéticos
comparativos en poblaciones de Trialeurodes vaporariorum y Bemisia tabaci (Guirao et
al., 1994).

3.4.2.3 Gen citocromo oxidasa | (COI) como marcador molecular

Dentro de las subunidades del ADN mitocondrial, el gen COIl, posee varias
caracteristicas que lo convierten en uno de los mejores marcadores moleculares
disponibles para estudios relacionados con la evolucion (Avise et al., 1987). Dentro de
éstas se encuentra su tamafio y estructura, las cuales son caracteristicas conservadas en
la mayoria de los organismos (Saraste, 1990); la longitud del gen que se presenta como
la mayor dentro de tres subunidades del citocromo oxidasa, que permite amplificar y
secuenciar muchos mas caracteres o nucledtidos; la presencia de extremos altamente
conservados que permite el uso de cebadores universales para generar comparaciones y
conclusiones robustas en diferentes tipos de andlisis (Folmer et al., 1994; Zhang &
Hewitt, 1997). Ademas, el gen mtCOI posee un rango amplio de sefiales filogenéticas,
particularmente en la tercera posicion de los tripletes, o que genera que la tasa de
evolucion molecular sea casi tres veces mayor comparada con otros genes tales como
12S o 16S. Por lo que permite la discriminacion no solo de especies cercanamente
relacionada, sino ademas de grupos filogeogréaficos dentro de una misma especie
(Knowlton & Weight, 1998). Este gen, al poseer una tasa de mutacién mas rapida,
comparada con otros genes mitocondriales tales como el ND4 (Freeland, 2005), permite
el anélisis de polimorfismos nucleotidicos dentro de una misma especie a diferencia del
ND4 que es utilizado para analizar diferencias nucleotidicas a nivel de género o familia.

Diversos trabajos se han llevado a cabo con artropodos, un ejemplo es el
desarrollado por Arrivillaga et al. (2003) que al trabajar con poblaciones cripticas de
dipteros de la familia Psychodidae (Lutzomyia longipalpis) observaron cuatro clados
que confirman la existencia de cuatro especies en distintos rangos geograficos.

Hebert et al. (2003) establecen que el gen mtCOI puede servir como base de un

sistema de bioidentificacion global para animales, ya que han demostrado que perfiles
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de COI, derivados de la baja densidad de muestreo de categorias taxondmicas
superiores, asignan taxones que corresponden al filo u orden apropiado. También han
constatado que las asignaciones a nivel de especie pueden obtenerse mediante la
creacion de perfiles COI completos. Por ejemplo, un perfil COl modelo, basado en el
analisis de un solo individuo, empato 100% con cada una de las 200 especies
emparentadas de lepidopteros estudiadas. Proponen que una identificacion por medio de
COl puede proporcionar una solucion confiable, rentable y accesible a la identificacion
de especies.

De igual forma Liu et al. (2006), mediante el uso de los marcadores moleculares
ISSR, ITS2 y mtCOlI, demostraron que diferentes brotes de Bactericera cockerelli Sulc
(Hemiptera: Psyllidae) eran resultado de un rango simple de expansion o la evolucion
de un nuevo biotipo de psilido. Sefialaron que las secuencias encontradas mostraban
pequefias diferencias entre poblaciones, indicativo de que se trataba de una sola especie,
apoyando la hipotesis de que los psilidos de la localidad estudiada podian estar
divergiendo en biotipos separados.

Especificamente para estudiar la variacion genética entre poblaciones, dentro de
poblaciones y entre especies de D. citri en paises como EUA, Brasil, Iran y Pakistan se
han empleado microsatélites polimorficos, y el citocromo oxidasa mitocondrial 1
(mtCOI) (Boykin et al. 2012, Lopez-Pifidn et al. 2012), por lo que el uso de dichas
técnicas moleculares se mantiene como referente para la identificacion de haplotipos o

biotipos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Material bioldgico

Un total de 188 individuos de D. citri de la region citricola de Cazones, Veracruz,
procedentes de diferentes hospederos, fueron considerados para este estudio. El grupo
comprendié tanto hembras como machos (Cuadrol) que fueron separados de la muestra
total por presentar aparentes diferencias fenotipicas en talla, color, patrones de
maculacion o tamario de procesos genales.

Los especimenes recolectados, por fecha y hospedero, con su respectiva etiqueta, se
conservaron en alcohol al 70% para su procesamiento. A cada individuo se le asigno el
codigo alfanumérico existente en la coleccidn, para relacionar su informacion con cada

prueba a lo largo del estudio.

Cuadro 1. Muestras utilizadas para la caracterizacion morfométrica, amplificacién de
RAPDs y mtCOI de adultos de Diaphorina citri recolectados en diferentes hospederos
en Cazones, Veracruz.

Hospedero Nompre Morfometria RAPDs mtCOl
comun ) ? d 21 4]l @
C. limetta Risso Lima 10 12 3 7 2 3
Citrus volkameriana Limon 6 6 2 3 0 2
Murraya paniculata (L.) Jack Murraya 18 26 8 |14 |0 3
C. sinensis L. cv. ‘Marrs’ Marrs 26 28 14 | 14 | 3 5
C. sinensis ‘Seleccion 8’ Seleccién 8 8 10 3 6 1 2
C. sinensis cv. ‘Valencia’ Valencia 14 18 5 11 | 1 1
C. paradisi Macfad cv. ‘Rio Red’ Pomelo 2 4 1 3 |1 1
84 104 36 | 58 | 8 | 17

Total 188 94 25

4.2 Caracterizacion morfométrica

Los 188 individuos seleccionados se procesaron para determinar, con base en
cinco caracteres morfologicos, la presencia de variacion morfométrica (Hollis, 1987).
Cada individuo se disecto bajo el microscopio para separar el ala anterior derecha. El
especimen y ala fueron dispuestos en alcohol al 70%. Se realizaron montajes en
portaobjetos, usando gel y glicerina, para evitar deshidratacion, y realizar la toma
fotografica por espécimen de cada estructura. La medicion de las estructuras se realizé

con el programa Image Tool 3.0 (Wilcox et al., 2002). Se realizaron las siguientes
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mediciones: longitud del cuerpo (LC), longitud de las alas (LA), amplitud del ala (AA),
longitud de los procesos genales (LPG) y amplitud de los procesos genales (APG); los
criterios de medicion se hicieron con base en lo reportado por Garcia-Pérez et al.,
(2013)

Los datos morfomeétricos se sometieron a un analisis multivariado varianza
(MANOVA) con una comparacion de medias con la prueba de Tukey (p<0.05) en el
programa SAS 9 para Windows. Para definir cuales de los cinco caracteres estudiados
aportaban mayor variabilidad, se realizé un andlisis de componentes principales (ACP)
usando la matriz de correlaciones mediante la asistencia del programa Minitab version
15 (Minitab Inc., 2007) (Fig. 3).

4.3 Caracterizacion genética

4.3.1 Extraccion de ADN

El ADN fue extraido individualmente de especimenes adultos de D. citri
preservados en etanol al 70%. Previo a la extraccion de ADN, los especimenes fueron
lavados con 20 ul de agua durante 10 segundos, realizando dicho procedimiento por
triplicado, con la finalidad de eliminar el alcohol. Posteriormente el insecto se macerd
en un tubo de 1.5 mL, con ayuda de un micropistilo (Diagger Company Inc.), en 200 uL
de buffer de extraccion previamente calentado a 60° en bafio maria (2% CTAB, 1.4 M
NaCl, 0.1 M de Tris-HCL pH 8.0 y 0.5% B-mercaptoetanol) de acuerdo al protocolo
desarrollado por Gibbs & Mackenzie (1997), con modificaciones menores. La pastilla
final de DNA se disolvio en 20 uL de agua destilada estéril. La concentracion de ADN
extraidos de cada una de las muestras se determind en un espectometro NanoDrop™
2000c (UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Scientific).

4.3.2 Patrones de amplificacion por RAPDs

Para establecer la existencia de diversidad en las poblaciones en estudio, se
evaluaron previamente 10 iniciadores universales del Kit OPA (Operon Technologies,
California, USA), de los cuales se seleccionaron los iniciadores OPA 09 (5° —

GGGTAACGCC- 3°), OPA 11 (5° —-CAATCGCCGT- 3) y OPA 018 (5° —
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AGGTGACCGT- 3’) por presentar patrones de amplificacion adecuados para cubrir los
objetivos del estudio.

De acuerdo a la buena calidad de ADN se seleccionaron 94 organismos (58
hembras y 36 machos) de diferentes hospederos, para amplificar fragmentos
polimorficos de ADN al azar (Cuadro 1).

La reaccion RAPD-PCR se realiz6 en un volumen final de 20 uL, la cual contenia
2.5 uL de buffer 10X (200 mM tris HCI [pH 8.4], 500 mM KCI); 0.5 U de Taq
Polimerasa, 2 mM de MgCI, (Invitrogen ®), 0.2 mM de oligonucledtido, 1.5 pL de
dNTPs y 1.5 uL de ADN. Las reacciones de PCR con un volumen final de 20 uL, se
calentaron a 94°C por cinco minutos; 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por un
minuto, alineamiento a 36°C por un minuto, extension a 72°C por dos minutos;
extension final de 15 minutos a 72°C en un termociclador C1000™ (BIO-RAD®). El
producto de PCR se observo por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5% (Ultra
pure™, Gribco®) tefiido con bromuro de etidio (10 mg/uL), en buffer TAE 1X a 80V
por 1.15 h. Los productos se visualizaron en un transiluminador (Gel Doc XR, BIO-
RAD®) con luz UV.

Para cada marcador RAPD se cre0 una matriz binaria, donde las filas
correspondieron a un marcador definido por los primers que lo amplificaron y por su
peso molecular, mientras que las columnas correspondieron a los genotipos. Para cada
posicion ij se asigno el valor de “1” cuando estuvo presente el marcador i en el genotipo

J, vy “0” cuando estuvo ausente.

4.3.3 Analisis de Resultados

Para cada marcador RAPD se cre60 una matriz binaria, donde las filas
correspondieron a un marcador definido por los oligonucleétidos que lo amplificaron y
por su peso molecular, mientras que las columnas correspondieron a los genotipos. Para
cada posicion ij se asigné el valor de “1” cuando estuvo presente el marcador i en el
genotipo j, y “0” cuando estuvo ausente. La matriz binaria se utilizd para un analisis de
conglomerados, usando el programa FreeTree ver. 0.9.1.50 (Pavlicek et al., 1999) y se

visualizaron con el programa TreeViewX ver. 0.5.0 (Page, 2004).
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4.3.4 Amplificacion del Gen COI

El ADN de 25 individuos de D. citri de diversos hospederos que presentaron
diferencias en cuanto a patrones de bandas en el analisis de RAPDs fue utilizado para
amplificar el fragmento mtCOIl. Dicha region se amplifico utilizando un fragmento del
gen mitocondrial de la Citocromo oxidasa subunidad | (mtCOIl), mediante los
oligonucleotidos especificos para D. citri: DCITRI COI-L (forward: 5’-AGGA
GGTGGAGACCCAATCT-3") y DCITRI COI-R (reverse: 5’-TCAATTGGGGGA
GAGTTTTG-3’) reportados por Hunter et al., (2009) y Boykin et al., (2012). Estos
fragmentos amplifican ~821 pb de la region mtCOIl. La reaccion de PCR se realizd en
un volumen total de 20 uL, la cual contenia 2 uL de buffer 10X (Tris-Cl, KCI,
[NH4]2S504, 15 mM MgCl,; pH 8.0), 0.3 mM de oligonucleodtidos, 0.2 mM de dNTP’s
(Promega®), 0.5 U de Taqg Polimerasa, 1.25 mM de MgCl, (Thermo Scientific®) y
50ng/uL de ADN. La amplificacion se realizé en un termociclador MyCycler ™ (BIO-
RAD®.). Se realiz0 el siguiente programa de amplificacion: 94°C durante dos minutos,
seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a
53°C por 30 segundos, extension a 72°C por un minuto, y una extension final de 72°C
por 10 minutos. Los productos generados se visualizaron en un gel de agarosa al 1% en
buffer TAE 1X, en una cdmara de electroforesis a 80v por 30 minutos. Los productos de
PCR se visualizaron en transiluminador (BIO-RAD®), adicionando bromuro de etidio
(100 ng/uL). Los productos de amplificacion se enviaron para su secuenciacion
(Macroigen®, Corea del Sur), (Cuadro 1).

Las secuencias obtenidas para los fragmentos amplificados se editaron basandose
en el electroferograma, y analizaron mediante un alineamiento por homologia utilizando
el programa Clustal W implementado en la version 6.0 del programa Mega (Tamura et
al., 2013). La robustez de los dendogramas generados se analiz6 con el método
Bootstrap con 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985). Se incluyo la secuencia completa
de ADNmt del psilido formador de agallas, Pachypsylla venusta (GenBank NC-
006157), como grupo externo (Boykin et al., 2012; Lashkari et al., 2013a)
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5. RESULTADOS

De acuerdo a las claves utilizadas, todos los especimenes estudiados en los
diferentes hospederos de la region de Cazones, Veracruz, correspondieron a D. citri, en

los que se corroboraron las caracteristicas distintivas de esta especie (Burckhardt, 2007).

5.1 Caracterizacién Morfométrica

Los individuos que contenian aparentes diferencias morfologicas provenian de los
hospederos de M. paniculata, C. sinensis cv. ‘Marrs’ y en menor cantidad de pomelo C.
paradisi. El analisis de varianza indic6 diferencias significativas respecto a las
variables observadas (F=16.99 GL= 5 p < 0.05). En general las hembras fueron mas
grandes que los machos y en ambos sexos se observaron diferencias significativas en

cada una de las variables observadas con respecto al hospedero (p < 0.05) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Medidas promedio de cinco caracteres morfolégicos (mm) (z error estandar)
en machos y hembras de Diaphorina citri recolectados en diferentes hospederos
ruticeas en Cazones, Veracruz, México.

Machos
Hospedero Lc? LPG APG LA AA
Lima 1.85+0.01ab” 0.28+0.001ab 0.22+0.001ab 2.12+0.004ab 0.76+0.001b
Limon 1.94+0.01bc 0.25+0.001b 0.21+0.001ab 2.51+0.004a 0.80+0.001ab
Marrs 1.86+0.01b 0.27+0.001ab 0.20+0.001c 2.10£0.004ab 0.78+0.001ab
Murraya 1.9340.01abc 0.23+0.001b 0.22+0.001ab 2.11+0.004ab 0.79+0.001ab
Pomelo 1.87+0.01ab 0.28+0.001ab 0.22+0.001abc 2.02+0.004b 0.81+0.001a
Sel. 8 1.96+0.01a 0.31+0.001a 0.23+0.001a 2.12+0.004ab 0.79+0.001ab
Valencia 1.93+0.01ab 0.27+0.001ab 0.22+0.004ab 2.1240.004ab 0.78+0.001ab
Hembras
Lima 1.82+0.03c 0.28+0.001ab 0.21+0.001ab 2.23+0.002ab 0.83+£0.001ab
Limon 2.10+0.03a 0.29+0.001ab 0.22+0.004b 2.26+0.001a 0.83+0.001ab
Marrs 1.87+0.03ab 0.28+0.001ab 0.23+0.004ab 2.20£0.001ab 0.83+£0.001ab
Murraya 1.88+0.03ab 0.27+0.001b 0.23+0.004ab 2.18+0.001b 0.82+0.001b
Pomelo 1.85+0.03b 0.31+0.001a 0.24+0.004a 2.25+0.002ab 0.83+£0.001ab
Sel. 8 1.94+0.03ab 0.29+0.001ab 0.22+0.004ab 2.22+0.001ab 0.83+0.001ab
Valencia 2.02+0.03a 0.30+0.001a 0.23+0.004ab 2.26+0.001a 0.84+0.001a

# Caracteres morfoldgicos: LC= Longitud de cuerpo, LPG= Longitud de los procesos genales, APG=
Ancho de procesos genales, LA= Longitud de alas, AA= Ancho de alas.
® Medias con la misma literal dentro de cada variable son estadisticamente iguales (Tukey, p<0.05).

De la muestra total de individuos (188), se separaron 25 de ellos con rasgos

fenotipicos marcados que diferian del patrén tipico; el 8.0% se distinguié por presentar
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una talla corporal (LC) mayor que el promedio general, 20.0% presentaron medidas

extremas en el ancho y largo de procesos genales (PGA y PGL) (Figura 2), el 12.0% del

total mostr6é un ancho de alas (AA) mayor (0.92mm) y menor (0.6mm) que los demas

organismos, asi como el 24.0% resultd significativamente diferente en cuanto al largo

de alas (LA) se refiere. Como caracteristica adicional, se observé que el 16% de los

psilidos present6 diferencias en los patrones de venacion o mayor nimero de celdas en

regiones intervenales (Cuadro 3 y Figura 1).

Cuadro 3. Individuos de D. citri, caracterizados en el estudio, con rasgos fenotipicos
que difieren del patron tipico.

LC APG LPG AA LA Venacion

Hospedero glelalelalelalela 0 g o Total
C. sinensis ‘Marrs’ o|j1|1|1|1|0|0]|]O0]2 1 1 1 9
C. sinensis ‘Valencia’ oj1(0|]010|0]O0 1 0 1 0 0 3
C. paradisi ojo|jo0|j1]j0|1]|]0|0]0O0 0 1 0 3
C. limetta ojoj1|0|0|1|1]0]1 0 0 0 4
C. volkameriana o|o0jO0j1|0]0|0]O0]1 0 0 0 2
M. paniculata ojo0joO0o|0O0|2]|]0]0]1]0 0 1 0 4
Total | 0 | 2 |2 | 3|3 |2 |1]|2]|4 2 3 1 25

% 8.0 20.0 20.0 12.0 24.0 16.0 100

Figura 1. Variantes morfométricas de las alas anteriores encontradas en Diaphorina citri. A)
Venacion tipica del ala anterior. B) Macho recolectado en pomelo; vena transversal adicional
(CP30CAPO-10C) C) Macho recolectado en Murraya; vena adicional (CP30CAMU-137C) D)
Macho recolectado en Naranja ‘Marrs’; vena Ms.4ausente (CP30CANM-15B) Escala: 1mm.
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Figura 2. Variantes morfométricas de los procesos genales encontradas en Diaphorina citri. A)
Macho recolectado en Lima; procesos genales conicos con apices redondeados (CP30CALI-
83B). B) Hembra recolectada en naranja ‘Marrs’; procesos genales cdnicos, cuadrados
(CP30CAS8-70A) C). Hembra recolectada en lima; procesos genales largos y separados
(CP30CALI-75B). D) Macho recolectado en naranja ‘Marrs’; procesos genales fuertemente

separados, alargados y aplanados (CP30CANM-90D). Escala 250 um.

El anéalisis de componentes principales (ACP) indicé que el largo y ancho de las
alas (LA y AA, respectivamente) aportaron mayor variabilidad. En el primer
componente (CP1) las variables determinantes fueron la amplitud de las alas tanto para
las hembras como para machos, lo cual puede interpretarse como un indice de amplitud
alar; para el componente dos (CP2) fueron la longitud de las alas en ambos casos;
finalmente el tercer componente principal fue tanto para hembras y machos, la amplitud
de los procesos genales. Conjuntamente los componentes explican el 70.4% del total de
la variabilidad en las hembras y 64.1% en los machos, resultado que indica que las

hembras presentan mayor variabilidad que los machos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Variabilidad estadistica por caracter morfoldgico de machos y hembras de
Diaphorina citri de diferentes hospederos en Cazones, Veracruz, México

Machos

Variable CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
LC? 0.434 0.201 0.775 0.286 0.298
PGL 0.278 0.571 -0.447 0.598 -0.202
PGA 0.152 0.680 -0.001 -0.717 0.011

LA 0.573 -0.272 -0.442 -0.127 0.621
AA 0.619 -0.311 0.067 -0.175 -0.696
Valor propio 1.7319 1.4706 0.8966 0.5439 0.3570
Proporcion 0.346 0.294 0.179 0.109 0.071
Acumulada 0.346 0.641 0.820 0.929 1.000

Hembras

Variable CP1 CP2 CP3 CP4 CP5
LC -0.429 0.174 -0.767 0.443 -0.035
PGL -0.441 -0.439 -0.277 -0.726 0.098
PGA -0.305 -0.743 0.300 0.510 -0.072
LA -0.513 0.336 0.333 -0.113 -0.705

AA -0.516 0.334 0.367 0.063 0.698
Valor propio 24741 1.0445 0.7055 0.4963 0.2797
Proporcion 0.495 0.209 0.141 0.099 0.056
Acumulada 0.495 0.704 0.845 0.944 1.000

&Caracteres morfoldgicos: LC= Longitud del cuerpo, PGL= Proceso genal largo, PGA= Proceso genal
ancho, LA= Longitud de alas, AA= Ancho de alas.

5.2 Caracterizacion genética

El planteamiento original de este trabajo se razond en funcién de que diferencias
genéticas entre los individuos colectados traen como consecuencia variaciones en los
patrones fenotipicos. Por este motivo se determind la variacion genética entre diferentes
individuos, considerando tanto hembras como machos.

Si bien las amplificaciones a partir del ADN de los 94 individuos de D. citri
evaluados mostraron patrones de amplificacién diferenciales entre la poblacién, no se
esperaba tan alta variacion considerando que los individuos provenian de la misma
poblacion geogréfica. Por ejemplo, en el patron de amplificacion obtenido utilizando el
iniciador 018 (Figura 3, carril 7), el individuo CP30CAMU-15B mostré un perfil de
amplificacion completamente diferente al resto de la poblacion evaluada. Esto mismo se
confirmd en el dendograma generado a partir de los datos de los patrones de amplificacién

(Figura 4), donde este mismo individuo no se agrupa con el resto de la poblacidn.
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Figura 3. Gel de agarosa al 2% que muestra los fragmentos amplificados del iniciador
OPA 018.

El dendograma agrup6 a todos los individuos en tres grandes grupos (Figura 4); sin
embargo, al haber un ramal representado por un solo individuo (Grupo IllI,
CP30CAMU-15B), solo se considero la formacion de dos grandes grupos, el | formado
por dos grandes subgrupos (1A y IB) (Figura 4). Con base en éstos resultados se infiere
el hallazgo de tres grupos distantes genéticamente, y un solo individuo que presenta
grandes diferencias frente a toda la poblacion. No obstante lo anterior, considerando el
hospedero de donde fueron capturados, no se observa tendencia alguna de individuos
relacionados genéticamente que estén a su vez relacionados con algin hospedero en
particular, ya que representantes aislados en todos los hospederos, se presentaron en
todos los grupos. Si bien hay un pequefio subgrupo (A1), conformado por individuos
que mayormente fueron aislados de naranja ‘Marrs’, en el resto de los grupos no se
observa esa tendencia.

De los organismos que se separaron en ramas independientes en el dendograma, se
seleccionaron 25 muestras (Cuadro 5) que se amplificaron por PCR con los
oligonucledtidos para D. citri: DCITRI COI-L (forward: 5’-AGGAGGTGG
AGACCCAATCT-3’) y DCITRI COI-R (reverse: 5’-TCAATTGGGGGAGAGTTTTG-
3’) reportados por Hunter et al., (2009).

Se obtuvieron un total de nueve secuencias con las caracteristicas necesarias para
el analisis filogenético (Cuadro 6). Las secuencias parciales del mtCOI tuvieron una
longitud de 650 a 820 pb.
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Figura 4. Dendograma construido a partir de marcadores RAPDs. Con el criterio de
UPGMA y 1000 repeticiones con Boothstrap. Cada color representa un hospedero.
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Cuadro 5. Muestras amplificadas por PCR gue se enviaron a secuenciacion.
Clave Sexo Hospedero Clave Sexo Hospedero

CP30CAPO-10C IS Pomelo CP30CALI-83A Q Lima
CP30CANM-15B* Q Naranja marrs CP30CALI-83C* a8 Lima
CP30CANV-20B* Q Naranja valencia CP30CALI-87A Q Lima
CP30CAPO-36B Q Pomelo CP30CALI-87C 4 Lima
CP30CAMU-42A* Q Murraya CP30CALV-88B Q Limon
CP30CAMU-58A* Q Murraya CP30CANM-93B Q Naranja Marrs
CP30CANM-74A* Q Naranja Marrs CP30CANM-93C a8 Naranja Marrs
CP30CANV-76C* a Naranja valencia CP30CAS8-137A Q Naranja sel.8
CP30CALI-77B* Q Lima CP30CAS8-137B Q Naranja sel. 8
CP30CANM-78B Q Naranja Marrs CP30CAS8-137C* 48 Naranja sel. 8
CP30CANM-78C a8 Naranja Marrs CP30CANM-146C 3 Naranja Marrs
CP30CAMU-79A Q Murraya CP30CANM-170A Q Naranja Marrs
CP30CALV-82A Q Limén

*muestras que presentaron secuencias con las caracteristicas necesarias para analisis
filogenético.

Cuadro 6. Muestras utilizadas para el andlisis filogenético con nimero de acceso a
GenBank.

Clave NUGr:r'] ggﬁfo Sexo Hospedero
CP30CANM-15B KJ453889 Q Naranja ‘Marrs’
CP30CANV-20B KJ453890 Q Naranja ‘Valencia’
CP30CAMU-42A KJ458391 Q Murraya
CP30CAMU-58A KJ453897 Q Murraya
CP30CANM-74A KJ453896 Q Naranja ‘Marrs’
CP30CANV-76C KJ453892 a8 Naranja ‘Valencia’
CP30CALI-77B KJ453893 Q Lima
CP30CALI-83C KJ453894 a8 Lima
CP30CAS8-137C KJ453895 a8 Naranja seleccion 8’

El dendograma obtenido mediante el método de méaxima verosimilitud (EMV) se
muestra en la Figura 5. Con base en la distancia genética de las secuencias, se infiere
que las poblaciones separan en cuatro haplotipos distintivos (H1, H2, H3 y H4).
Posteriormente, se generd una red de haplotipos con el programa TCS (Clement et al.,
2000) donde nuevamente se distinguen cuatro haplotipos (Figura 6), el haplotipo 1 (H1)
que corresponde a las muestras CP30CANV-76C, CP30CAS8-137C, CP30CANV-20B,
CP30CANM-74A, CP30CAMU-58A y CP30CALI83C; el haplotipo 2 (H2) que
pertenece a la muestra CP30CALI-77B, el haplotipo 3 (H3) corresponde a
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CP30CANM-15B vy finalmente, el haplotipo 4 (H4) que corresponde a la muestra
CP30CAMU-42A.

CP30CANV-76C
CP30CAS8-137C
CP30CANV-20B
| cP30cANM-74A
CP30CAMU-58A
CP30CALI-83C -

> H1

l—-CP30CALI-77B — H2
I_—CPBOCANM-1SB — H3
— CP30CAMU-42A — H4

Pachypsylla venusta

I
T

015 0.10 0.05 0.00

Figura 5. Reconstruccién filogenética con fragmentos del gen mitocondrial COI para
poblaciones de D. citri generado por el método de Méaxima verosimilitud.
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Figura 6. Red de haplotipos con fragmentos del gen mitocondrial COI para poblaciones
de D. citri, generada por el TCS, donde el Haplotipo 1 (H1) es el mas comun.
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6. DISCUSION

Los resultados obtenidos establecen claramente la presencia de variaciones
morfologicas de D. citri, confirmada por diferencias genéticas. Los andlisis estadisticos
demostraron que tanto la longitud, como el ancho de las alas y de los procesos genales
fueron los caracteres con mayor variacion. Segun Ellestrand & Schierenbeck (2000) este
aspecto estd intimamente relacionado con el proceso de adaptacién, colonizacion, y
quizas evolucién que experimentan las especies exoéticas e invasoras en un nuevo
habitat. Ademas de registrarse cambios en la longitud y ancho de las alas fue evidente
en algunos individuos, principalmente machos (Figura 1), la modificacion de la forma
del ala y numero de celdas en regiones intervenales, aspecto que ya habia sido
observado por Birdsall et al. (2000) en Drosophila melanogaster lo cual asociaron con
cambios de temperatura y patrones genéticos definidos. En apoyo a esta hipdtesis, De
Celis & Diaz-Benjumea (2003) plantean que la generacion de diferentes patrones alares
requiere cambios en la regulacion génica debido a que las venas de las alas de los
insectos son cruciales para generar eficientes patrones de vuelo. Respecto a las
variaciones en la talla de los procesos genales, Kristoffersen (2006) demostro, a través
de técnicas electrofisioldgicas, en Trioza apicalis, que dichas estructuras desempefian
una funcién importante en la seleccién y encuentro de la planta hospedera.

Las hembras resultaron mas grandes que los machos y en ambos sexos los cambios
morfométricos se dieron en el ancho y longitud de alas, largo y ancho de procesos
genales y venacion alar, esto coincide con lo reportado por Garcia-Pérez et al. (2013).
No hay correspondencia aparente con el hospedero. Diversos autores sefialan que
algunas especies de Psylloidea presentan polimorfismos estacionales, determinados
genéticamente y asociados a diferencias en las tasas de desarrollo y reproduccion
(Araya et al. 1996, Wenninger et al. 2009), resistencia al parasitismo (Ankersmit et al.
1981), y tasa de ataque de enemigos naturales (Losey et al. 1997, Libbrecht et al. 2007)
que implican diferencias relacionadas al tamafio, forma y venacion del ala anterior, la
presencia o intensidad de los patrones de maculacion del ala anterior y la coloracion
corporal (Hodkinson, 2009; Wenninger et al. 2009).

La presencia de haplotipos refuerza las diferencias genéticas y que son el reflejo de
la diversificacion que posiblemente esté ocurriendo actualmente en campo. Si bien el
namero de muestras analizado es reducido frente a otros trabajos realizados con el gen
mtCOl, y microsatélites (Boykin et al. 2007, 2012; Lashkari et al. 2013b), esto no
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invalida el hecho de las diferencias genéticas existen. Por tanto, los resultados obtenidos
aqui permiten inferir que hay relacién entre los cambios morfométricos y los haplotipos
encontrados, como se puede ejemplificar con el organismo CP30CANM-15B, cuya
venacion alar difirio de la tipica de la especie (vena Ms.4 ausente), genéticamente se
separa de los otros organismos como un haplotipo diferente (H2) y presenta patrones
diferenciales en los RAPDs. Es importante resaltar que en este estudio, la region mtCOI
de D. citri permitio identificar cuatro haplotipos, uno mas de lo reportado por Boykin
et. al. (2012).

La informacion, por tanto, demuestra que hay variacion en la carga genética
dentro de las poblaciones de D. citri establecidas en los diferentes hospederos en
Veracruz, México, que puede ser expresada en diferentes caracteristicas bioldgicas,
incluyendo morfologia, fisiologia, comportamiento, frecuencia genética, ciclo bioldgico,
interaccidn con plantas hospederas, efectividad positiva 0 negativa de sus parasitoides o
en su habilidad para transmitir la bacteria; procesos evolutivos que de acuerdo a varios
autores (Kim & McPheron 1993; Hoy & Nguyen, 2001; Hollis, 2004 y Boykin et al.
2007) pueden conducir a la formacion de biotipos o ecotipos o diferencias taxondémicas
en poblaciones locales, como ha sido demostrado con poblaciones del psilido de la papa
Bactericera cockerelli nativas y recientemente introducidas en Norte América (Liu &
Trumble, 2007).

Los resultados de este estudio, no permiten inferir que el hospedero tenga una
relacién directa con la formacién de haplotipos, sin embargo, la preferencia de
hospedero y su habilidad para colonizarlos determinan el éxito de adaptacion en un
nuevo habitat (Moran, 1968; Hollis, 1987; Tsai & Liu, 2000).

Dado que en México se mantiene un flujo continuo de turistas y productos y
subproductos citricolas, es de esperarse que continlen las introducciones de nuevas
poblaciones que promuevan un incremento en la variacion genética misma que puede
expresarse en una mayor distribucion o habilidad del psilido para colonizar nuevos

hospederos o para transmitir la bacteria (Boykin et al., 2012; Lashkari et al., 2013a).
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7. CONCLUSIONES

Se concluye que D. citri es una especie con variaciones morfométricas y genéticas
y que el largo y ancho de las alas y de los procesos genales fueron los caracteres con
mayor variacion. Los analisis genéticos por medio de RAPDs y con las secuencias
obtenidas con el gen mtCOI confirman la existencia de variantes en las poblaciones de
D. citri estudiadas, agrupandolas en cuatro haplotipos asociados a citricos en la region
productora de Cazones, Veracruz. Existe cierta relacion entre los cambios
morfométricos y los haplotipos encontrados, aunque no estan ligadas del todo al
hospedero.

Por lo anterior es recomendable ampliar el estudio considerando un mayor numero
de individuos, entidades, hospederos, fechas de colecta, condiciones ambientales y de
manejo, con el fin de identificar el mayor nimero de haplotipos y estudiar la relacion
que guardan con respecto a caracteristicas bioldgicas, ecoldgicas, reproductivas y
hospederos

Al contrario de Garcia-Pérez et al. (2013), las hembras fueron mas variables que
los machos, esto puede deberse al tamafio de muestra presentado en este trabajo, por lo
que se recomienda ampliar el nimero de ejemplares, delimitar el nimero de hospederos;
sobre todo aquellos en los que se reporta mas variacién, como C. limetta, C. sinensis
‘Seleccion 8°, C. sinensis cv. ‘Marrs’ y M. paniculata (Garcia-Pérez et al., 2013; Tsai &
Liu, 2002; Hodkinson, 2009) y poner especial atencion en la relacion de cambios en los

patrones de venacion alar con cambios en los sitios conservados del gen mtCOI.
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