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Resumen

Se identificaron nuevos haplotipos de Diaphorina citri también conocido como el psilido asiatico
de los citricos, denominados DcitACC-1, DcitACC-2 y DcitACC-3. Los estudios se basaron en la
amplificacion de ADN del gen COI mitocondrial y se utilizaron individuos de diferentes zonas
citricolas del pais, en algunas zonas productoras del pais no se han realizado muestreos con
anterioridad, especificamente en los municipios de Acatlan de Pérez, Oaxaca, Misantla y
Tantoyuca, Veracruz y Huejutla, Hidalgo, por lo que se procedié a colectar insectos adultos sin
distincion de género. El nimero de individuos de cada sitio colectado dependié de la disponibilidad
de insectos en el lugar. Se obtuvieron en total 60 individuos colectados. La amplificacién del ADN
se realiz6 con los iniciadores especificos DCITRI COI-L y DCITRI COI-R, el producto de la
reaccion PCR se secuencio en el Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica, AC
(IPICYT). Las secuencias obtenidas se compararon con las reportadas en el Genebank y se
determind que existe una linea matriz que corresponde a los haplotipos Dcit-01 y Dcit-04 con
namero de identificacion FJ190300 y FJ190306 (Boykin, 2007). Se obtuvieron 22 secuencias que
se analizaron con los programas Oligo analizer y Clustal Omega y se identificaron 11 secuencias
iguales a los haplotipos Dcit-01 y Dcit-04. Los resultados mostraron 13 secuencias con diferencias
en tres nucledtidos especificos: 61, 253 y 636, mismos que son reportados en este trabajo como
nuevos haplotipos.

Palabras clave: Diaphorina citri, haplotipos, psilido.

Recibido: junio de 2022
Aceptado: octubre de 2022

1387


mailto:ceballos-91@outlook.com
mailto:ypagaza@hotmail.com

Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.13 num. 8 12 de noviembre - 31 de diciembre, 2022

Introduccion

Existen diferentes plagas que afectan la produccion de los citricos, algunas son vectoras de agentes
causales de enfermedades, por lo que son consideradas las de mayor importancia debido al impacto
que generan en la propagacion de patégenos como virus, bacterias y hongos. La plaga de mayor
importancia en la produccion de citricos es Diaphorina citri, también conocida como psilido
asiatico de los citricos (PAC) (Martin et al., 2014). El psilido provoca dafios significativos, ya que
se alimenta de brotes tiernos; introduce su aparato bucal picador-chupador para alimentarse de la
savia que fluye por los tubos cribosos (Bove, 2006). Es capaz de hospedarse en malezas asociadas
a los citricos (Clarke y Brown, 2018).

El PAC es una plaga originaria de Asia que se ha reportado en diferentes paises de América, en los
que se encuentran: Brasil, Argentina, Estados Unidos de América'y México, en donde fue reportada
por primera vez en el estado de Campeche en el afio 2002 (L6pez-Arroyo et al., 2005). Debido a
que se trata de una plaga exética es probable que durante la dispersion se genere un proceso
conocido como especiacion (Prentis et al., 2008). Uno de los factores que influye en dicho proceso
son las diferentes condiciones climaticas a las que son expuestos los individuos; es decir, la
necesidad de adaptarse al medio genera cambios evolutivos a nivel genético y que pueden
manifestarse de diferentes maneras (Boykin et al., 2012).

Algunos de esos cambios pueden ser: tamafio, color, tiempo de gestacion, épocas de reproduccion,
hospederos alternativos y resistencia a estrategias de control etc. (Moncayo-Donoso et al., 2014).
Actualmente los estudios relacionados al PAC estan encaminados a cuestiones evolutivas,
ecoldgicas y biologicas. Es por ello que se han priorizado las investigaciones que ayuden a
comprender el comportamiento entre el insecto vector y el patdgeno causante del HLB con el fin
de encontrar elementos para desarrollar estrategias de manejo que ayuden a disminuir las pérdidas
en la produccién de citricos (Flores-Aguilar et al., 2020).

Los estudios moleculares son herramientas que permiten identificar las variantes genéticas,
filogenéticas y de dindmica poblacional del PAC. Las técnicas empleadas se basan en el estudio
del ADN mitocondrial y con ello la estructura de su genética poblacional que deducen y explican
el comportamiento poblacional del PAC de diferentes regiones (Moncayo et al., 2014).
Actualmente los estudios moleculares para la identificacion y descripcion de variantes genéticas
estan relacionados con el gen del citocromo oxidasa (COl) (Fuentes et al., 2018).

En el COI se encuentran heredadas las caracteristicas genéticas ascendentes, es por ello que el gen
COl resulta ser el mejor objeto de estudio, ya que permite rastrear los ancestros de cualquier
individuo (Paternina et al., 2016). De Le6n et al. (2011) reporta que existe un alto flujo genético
entre las poblaciones del PAC al comparar registros de poblaciones de diferentes paises como
Sudafrica, Estados Unidos de América, México, Argentina y Brasil. Mediante el uso del gen
mitocondrial (COI) encontré que existen 23 haplotipos globales y que en México el haplotipo
dominante es el H9. Este se encuentra en Yucatan, Nuevo Ledn, Tamaulipas y San Luis Potosi.

En el Caribe se describieron 12 haplotipos de una muestra de 46 individuos utilizando el gen

mitocondrial COl, de ellos H2 y H7 son dominantes, estos haplotipos no se encuentran reportados
en México, pero si estan en Texas y Florida. Las mutaciones genéticas estan relacionadas con

1388



Rev. Mex. Cienc. Agric. vol.13 num. 8 12 de noviembre - 31 de diciembre, 2022

diferentes factores, se encontraron individuos del PAC en malezas cercanas a las huertas de citricos,
por lo que es importante verificar lapresencia de individuos en vegetacion cercana a los cultivos
(Clarke y Brown, 2018). Boykin et al. (2012) analizé 212 secuencias obtenidas de 52 poblaciones
de diferentes partes del mundo, donde encontr6é que las secuencias reportadas por cada pais son
estrechamente similares y solo tienen diferencias en uno de sus nucleétidos.

En dicho trabajo se agruparon de acuerdo con sus similitudes y se redujeron a ocho haplotipos
globales que se encuentran distribuidos en el mundo. Estos haplotipos se encuentran en paises
donde existen diversos factores bidticos y abioticos de regiones con amplio flujo genético nacional
e internacional. La relevancia de estudios de la diversidad genética de poblaciones se ve reflejada
en las mutaciones de individuos, algunas se expresan de forma fisica como tamafio y elongacion
del cuerpo, ojos, alas e incluso aparato bocal, también existen expresiones ecologicas en las que
los individuos modifican sus ciclos de vida y reproduccion, asi como los tiempos de apareamiento
y la adaptacion a climas y altitudes aun con muestras limitadas de colectas o de colecciones
conservadas para su estudio morfoldgico y que ademés han mostrado variaciones en la distribucion
de las poblaciones (Lotta-Arevalo et al., 2020).

Existen casos en los que se han identificado nuevas variantes genéticas desconocidas en
poblaciones aisladas; es decir, poblaciones donde el flujo genético se ve limitado y genera presién
evolutiva sobre grupos de individuos, lo que provoca alteraciones manifestadas genéticamente
(Bonal et al., 2019). Los cambios evolutivos pueden ser generados por diferentes factores, uno de
ellos es el uso de agentes quimicos para el control de insectos plaga, en los que se han encontrado
diferencias genéticas en situaciones donde se utilizan estrategias de control intensivas con la
finalidad de reducir al minimo las poblaciones; sin embargo, esto genera una presion de seleccién
en los individuos que a su vez mutan y se hacen resistentes (Atencia et al., 2018).

Materiales y métodos

El presente trabajo tuvo como objetivo el estudio de las variantes genéticas de Diaphorina citri
mediante el uso de la técnica PCR punto final con la finalidad de conocer la distribucion de las
poblaciones en zonas citricolas del pais. Asi mismo, describir y conocer si existen nuevos
haplotipos del PAC en zonas citricolas donde no se han realizado estudios previos. Los criterios
para la seleccion de huertas fueron: Plantas de hasta 10 afios, huertas que se encuentren junto a
cuerpos de agua y centros de acopio de citricos como empacadoras y enceradoras, huertas en las
que se produjera cualquier tipo de citricos.

Con ayuda de un aspirador bucal se colectaron hembras y machos adultos en la temporada de
primavera verano del afio 2020 en seis estados de la republica: Ciudad Mante, Tamaulipas,
Montemorelos, Nuevo Leodn; Tecoman, Colima, Misantla (Misantla es municipio y pertenece a
Veracruz), (Veracruz es el estado, no el municipio); Tantoyuca, Veracruz; Huejutla, Hidalgo y
Acatlan de Pérez Figueroa, Oaxaca. Se utilizaron en total 60 individuos adultos, mismos que se
procesaron para obtener ADN, posteriormente 55 se sometieron a PCR para amplificar su ADN.

Debido a la baja disposicion de individuos en las huertas en cada sitio de muestreo hubo diferente

namero de individuos (Cuadro 1). Los psilidos fueron extraidos de plantaciones comerciales de
naranja, limon y mandarina que no presentaban sintomatologia aparente de presencia de HLB. Los
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criterios para la seleccion de huertas fueron: plantas de hasta 10 afios, huertas que se encuentren
junto a cuerpos de agua y centros de acopio. Los insectos se colectaron con ayuda de un aspirador
manual y se transportaron en frascos viales con alcohol al 96%. La extraccion se realizé siguiendo
el método CTAB modificado por Almeyda y Rocha, (2001). Se utilizé un psilido por cada
extraccion para hacer un total de 55 extracciones.

Cuadro 1. Claves y namero de individuos por cada sitio de colecta.

Sitio Clave Sitio Clave

Ciudad Mante, Tamaulipas (17 Al Monte Morelos, Nuevo Ledn (10 A7
individuos). A2 individuos) A8
All A9

Al2 Al10

Al3 A39

Al4 A40

Al5 A4l

Al6 A42

Al7 A43

A29 A44

A30 Huejutla, Hidalgo (6 individuos) Al7

A50 Al8

A51 A19

A52 A3l

A53 A32

A54 A33

A55 Acatlan de Pérez, Oaxaca (5 A20

A56 individuos). A21

Misantla, Veracruz (4 individuos) A3 A22
Ad A23

A5 A24

A6 Tecoman, Colima (8 individuos) A25

Tantoyuca, Veracruz (5 individuos) A34 A26
A35 A27

A36 A28

A37 A47

A38 A48

A49

A56
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Se utiliz6 un termociclador punto final marca Select Bioproducts. Se procesé el ADN de un insecto
por separado, para un total de cinco individuos por cada sitio colecta. Los iniciadores utilizados
fueron:  DCITRI COI-L (AGGAGGTGGAGACCCAATCT) y DCITRI COI-R
(TCAATTGGGGGAGAGTTTTG) (Clarke y Brown, 2018). Las condiciones de amplificacion
fueron: temperatura de predesnaturalizacion 94 °C durante 4 min, 40 ciclos con temperaturas
desnaturalizacion a 94 °C por 40 s, alineacion a 58 °C durante 40 s, con una extension de 1 min a
72 °C.

El marcador de peso molecular utilizado fue de 100 bp marca invitrogen para un fragmento de 812
pb, mismos que fueron visualizados en un gel de agarosa al 1.5% mediante un transluminador
(Figura 1). EI ADN obtenido de los insectos para la descripcion de haplotipos fue enviado al
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica, AC (IPICYT). Las secuencias
obtenidas, producto de las pruebas PCR, se compararon con las reportadas en el Genbank utilizando
los programas OligoAnalyzer y Cluster Omega; asimismo, con ayuda de este ultimo se elabord un
dendrograma de dichas secuencias.

ADN

1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25

D D et el e
C— ———————

Figura 1. Gel de agarosa al 2% que muestra la extraccion ADN por psilido. Pozos: 1-5 Misantla,
Veracruz; 6-15 Ciudad Mante, Tamaulipas; y 16-25 Montemorelos, Nuevo Leon.

Resultados

El ADN que resulté como producto de la PCR, en algunos individuos para la identificacion de
haplotipos del PAC si amplificd, por lo que se visualizo en el gel de agarosa. En el gel se observé
que la amplificacion del ADN se ubicd en el peso molecular 683 pb (Figura 2). En total se
obtuvieron 23 amplificaciones finales de un total de 60 insectos colectados y 55 procesados,
mismas que fueron enviadas a secuenciar.

Se encontraron tres nuevos haplotipos a los que se les denomind DcitACC-1, DcitACC-2 y
DcitACC-3. El resultado de las comparaciones entre secuencias obtenidas y entre sitios de
muestreo presenta diferencias en algunos nucleétidos entre individuos, aun cuando forman parte
de una misma poblacién. Una vez comparadas las secuencias obtenidas con las reportadas en el
Genbank, se encontrd que existe un ancestro comun con los haplotipos Dcit-01 y Dcit-04 con
numero de identificacion FJ190300 y FJ190306 (Boykin et al., 2007).
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Figura 2. Amplificacion de ADN con los primers DCITRI COI-L y DCITRI COI-R para gn
mitocondrial de Diaphorina citri. Pozos: 1) marcador molecular; 2) Ciudad Mante,
Tamaulipas; 3-6) Misantla, Veracruz; 7) Huejutla, Hidalgo; 8, 10 y 11) Acatlan de Pérez,
Oaxaca; el pozo 9 sin reaccion.

De los 23 individuos seleccionados de los cinco estados, 11 son iguales a los haplotipos Dcit-01 y
Decit-04. Se encontr6 que 13 secuencias correspondientes a: Misantla, Veracruz; Huejutla,
Hidalgo; Ciudad Mante, Tamaulipas; Acatlan de Pérez, Oaxaca y General Teran, Nuevo Ledn,
presentan diferencias en tres nucleétidos especificos; es decir, el haplotipo Dcit-01 presenta una
base ‘T’, mientras que las 12 muestras antes mencionadas presentan una base ‘G’. Otra diferencia
se muestra en el nucleétido 253, donde normalmente hay una base ‘T’, 7 de las 12 muestras tienen
una base ‘C’ (Cuadro 2).

Cuadro 2. Diferencias entre nucledtidos de haplotipos D. citri encontrados por uso del gen
mitocondrial COl. 1) ancestro comun reportado en Genbank; 2-14) nuevos haplotipos.

Nucleotidos

Sitio Muestra Haplotipos
61 253 636

1. Genbank Dcit-01 T T T FJ190300, FJ190306
Dcit-04 T T T

2. Tecoman, Colima A25 G C T DcitACC-1 (nuevo)
3. Tantoyuca, Veracruz A34 G C T
4. Huejula, Hidalgo A33 G C T
5. Ciudad Mante, Tamaulipas A51 G C T
6. Misantla, Veracruz A5 G C T
7. Misantla, Veracruz A6 G C T
8. Acatlan de Pérez, Oaxaca A23 G C T

9. Tantoyuca, Veracruz A36 G T T DcitACC-2 (nuevo)
10. Tantoyuca, Veracruz A35 G T T
11. Montemorelos, Nuevo Ledn A43 G T T
12. Misantla, Veracruz A3 G T T
13. Tecoman, Colima A49 G T T

14. Acatlan de Peérez, Oaxaca A22 G T A DcitACC-3 (nuevo)
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Respecto al haplotipo Dcit-04 las diferencias son en los mismos nucledtidos que Dcit-01. El
dendrograma muestra las distancias genéticas que existen entre grupos de individuos y los
haplotipos Dcit-01 y Dcit-04 reportados en el Genbank. Se puede apreciar que los haplotipos
denominados DcitACC-1, DcitACC-2 y DcitACC-3 son genéticamente diferentes con los
haplotipos FJ190300 y FJ190306 (Boykin et al., 2007). Los haplotipos DcitACC-1 y DcitACC-3
son genéticamente mas cercanos, mientras que DcitACC-2 es mas distante. EI dendrograma
muestra que el grupo DcitACC-2 es diferente a los haplotipos reportados para México y a su vez
es diferente a los grupos DcitACC-1 y DcitACC-3 (Figura 3).

i FJ190300.1Diaphorinacitrisolatepsy36-1 051642
L DaitACC-1 001987
i DeitACC-3 000394
! FJ190167 1Diaphorinacitrisolatepsy-1 0.00021
DatACC-2 0.00777

Figura 3. Dendrograma generado a partir de las secuencias obtenidas por cada uno de los grupos
de individuos procesados.

Discusion

En este trabajo se identifico una linea matriz registrada en el Genbank con el nimero de acceso
FJ190346 y que es nombrado como Dcit-01 (Boykin et al., 2007); es decir, es un ancestro comun
del que se encuentra reportado en diferentes partes del mundo incluido México y que ademas, en
nuestro pais es el que predomina. El registro FJ190346 sirvid como referencia para detectar las
diferencias que existen especificamente en tres nucleétidos (Cuadro 2).

Las variaciones genéticas estan relacionadas a nuevos reportes en los que se ha documentado la
presencia del PAC donde anteriormente no se encontraba (Monzo et al., 2015). De acuerdo con lo
reportado por Luo y Agnarsson (2018), hay otras lineas matrices identificadas debido a la
distribucion de los sitios muestreados que corresponden a paises con factores que influyen en
habitos ecoldgicos en el desarrollo del PAC, asi como condiciones diferentes a las de México, por
ejemplo: clima, relieve, depredadores, variedades hospederas, etc.

Otro punto importante es que las secuencias reportadas en México corresponden solo a una region
geogréfica del pais, donde la movilidad de las poblaciones puede verse limitada por factores como:
trazabilidad de los citricos, condiciones climaticas que no se encuentran en otros puntos del pais y
poca disponibilidad de individuos del PAC debido a la intensidad de las aplicaciones para su
control, esto sugiere que los muestreos son limitados y por ello no se han identificado cuantos
haplotipos existen.

Las poblaciones del PAC son relacionadas con las diferentes condiciones climéticas y otras como
el uso intensivo de plaguicidas y otras estrategias de control a las que son expuestas (Lashkari et
al., 2014). El presente trabajo identificO nuevas variantes genéticas del PAC sustraidas de
diferentes puntos del pais y que a su vez es un indicador de una diversidad mas amplia en las
poblaciones. Este punto se puede contrastar con el trabajo de Guidolin et al. (2014) donde reporta
una amplia distribucion de las variantes genéticas y las relaciona con la localizacién de los puntos
de muestreo.
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Existen algunas coincidencias con lo reportado por Clarke y Brown (2018) donde relacionan la
distribucion y variedad de las poblaciones del PAC con el cambio climatico debido al deterioro en
los rangos de temperatura habituales de las regiones donde histéricamente se desarrollan y
reproducen los individuos.

Los rangos de temperatura a para el desarrollo 6ptimo del PAC van de 25 °C a 28 °C; sin embargo,
existen reportes donde se menciona que sobrevive a temperaturas de -7 °C hasta 48 °C (Aurambout
et al., 2009). Las variantes encontradas en este trabajo pueden estar relacionadas con las
condiciones climéticas en las que habitan, donde la temperatura maxima promedio es de 26 °C a
30 °C y las minimas son 18 °C a 21 °C, mientras que 22 °C a 25 °C es el rango de temperatura
promedio que predomina, lo que indica que este rango de temperatura no es el 6ptimo en el que el
PAC se desarrolla (Diaz-Padilla et al., 2018).

Otro aspecto son las estrategias de control, el uso y abuso del control quimico que genera grados
de resistencia que se manifiestan en la expresion y modificacion genética (Mora-Aguilera et al.,
2016). Este punto coincide con los resultados obtenidos en este trabajo, las bajas poblaciones
encontradas en las zonas citricolas son resultado de las estrategias de control utilizadas ya que en
algunas huertas se muestred en el momento donde se encontraban realizando aplicaciones.

En este trabajo se encontraron nuevos haplotipos en algunos de los principales estados productores
de citricos del pais, debido a la importancia que estos sitios representan se hacen aplicaciones a
gran escala y esto ejerce presion de seleccion en los individuos. Esto coincide con lo mencionado
por Atencia et al (2018) donde en zonas de alto impacto de plagas se han hecho aplicaciones
constantes, las colectas sugieren mutaciones de haplotipos conocidos en nuevos haplotipos con
variaciones en dos o tres nucle6tidos originados debido a la presion de seleccion, aun en cantidades
limitadas de colectas individuos

Se ha reportado que en el Caribe existen haplotipos que en México no se encuentran, se han
muestreado malezas cercanas a las plantaciones de citricos, esto puede ser un indicador de la
movilidad a corta distancia que los individuos del PAC pueden tener para refugiarse cuando las
condiciones no les permiten permanecer en sus hospederos habituales (Clarke y Brown, 2018). En
México existen pocos reportes de las variantes genéticas del PAC, trabajos como el de Grafton-
Cardwell et al. (2013) hacen referencia a las poblaciones y sus variantes genéticas encontradas en
Brasil y Florida; es decir, contemplan muestras solo de algunas zonas citricolas de la region.

Restringir los muestreos solo a las zonas productoras de citricos o regiones con alto flujo genético
donde las poblaciones no estan aisladas, es uno de los factores que limitan la identificacion y
descripcion de los haplotipos del PAC (Moncayo-Donoso et al., 2014). Mientras que este trabajo
tuvo colectas de zonas que no han sido muestreadas o reportadas anteriormente, por esta razon
podria haber diferencias significativas en las secuencias obtenidas. Los individuos colectados en
este trabajo son de algunos estados donde la actividad citricola no es la principal, y también es
importante mencionar que en algunas huertas las poblaciones del PAC eran muy bajas debido al
control que se realiza por tratarse de una plaga de importancia. Esto coincide con lo reportado por
Bonal et al (2019) en donde se identificaron variaciones genéticas en poblaciones aisladas de
Curculio spp. Donde el intercambio genético es limitado por la distancia entre poblaciones, esto
provoca que los individuos muten. Esto podria verse reflejado en la modificacion de los tiempos
de reproduccién o incluso cambios morfométricos, aunque faltan estudios que lo sustenten.
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Los sitios de colecta pueden ser la principal razén de que se hayan identificado diferencias en las
secuencias obtenidas con los trabajos ya que tomando en cuenta lo reportado por Ajene et al. (2022)
son directamente obtenidas del banco de genes, lo que sugiere que los individuos procesados fueron
obtenidos de las principales zonas productoras de citricos de diversos paises o de lugares donde
existe una amplia plasticidad genética, mientras que los muestreos de este trabajo se realizaron en
zonas geograficas aisladas en lugares donde el cultivo de los citricos no predomina a pesar de ser
huertas comerciales.

Conclusiones

La muestra utilizada en este trabajo fue suficiente para la identificacién de nuevos haplotipos, de
igual manera se logrd identificar su distribucion geneética y ubicacion geografica. Los nuevos
haplotipos identificados coinciden con las regiones geogréficas del pais donde no se ha realizado
investigacion referente a las variantes genéticas, esto confirma que hace falta implementar
muestreos en huertas de zonas donde el cultivo de los citricos no es el dominante. La distribucion
de los haplotipos en México es mas amplia y no se restringe solo a los que se encuentran reportados
en el Genbank.

La identificacion de tres nuevos haplotipos sugiere que en trabajos futuros las colectas se deben
concentrar en la mayor cantidad de individuos presentes en los cultivos, ya que debido a las
aplicaciones y estrategias de control no se cuenta con abundancia de individuos. La poca
disponibilidad del PAC en algunas huertas dificulta la expansion y retroalimentacion de las
investigaciones. Es importante resaltar que existen huertas donde el flujo de las poblaciones se
restringe debido al aislamiento del lugar donde se presentan, en esta investigacion se encontraron
nuevos haplotipos en lugares donde las huertas estaban rodeadas de otros cultivos o de ganado.

El aporte en la identificacion de nuevos haplotipos contribuye a generar estrategias de control del
PAC y complementa otros trabajos de identificacidon relacionados con héabitos del psilido. Se
sugiere realizar estudios morfoldgicos y ecoldgicos en poblaciones del PAC para identificar de qué
manera los diferentes haplotipos se expresan entre sitios. En futuros trabajos es importante ampliar
los sitios de colecta regiones del pais donde no se han realizado muestreos, tomar en cuenta todos
los citricos e incluso colectar en huertos de traspatio y en malezas cercanas a las huertas; asimismo,
volver a colectar en las principales zonas productoras del pais tomando en cuenta los criterios antes
mencionados para dar seguimiento a las mutaciones y registrar nuevas variantes genéticas.
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