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Resumen

Tamarixiaradiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae)
es un ectoparasitoide especifico de Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) vector de Candidatus
Liberibacter spp., el agente causal del Huanglongbing, una
enfermedad devastadora de los citricos a nivel mundial. El
parasitoide se introdujo accidentalmente a diversas regiones
del continente Americano, entre ellas México, en donde
actualmente es reproducido masivamente y liberado. Como
contribucion al conocimiento del uso de las poblaciones
silvestres del parasitoide en beneficio de la citricultura
mexicana, el objetivo del presente estudio fue caracterizar
genéticamente poblaciones de T. radiata en el estado de
Tamaulipas, México; mediante secuenciacion de ADN
mitocondrial (gen de la citocromo oxidasa subunidad 1)
analizando muestras del parasitoide colectadas durante los
afios 2006-2013. De los especimenes obtenidos se encontraron
dos haplotipos (H1 y H2) delos cuales el H1 se ha encontrado
en la mayor parte de las zonas citricolas infestadas por D.
citri en México, mientras que el H2 s6lo ha sido detectado
hasta el momento en los estados de Tamaulipas y Yucatén. La
distribucion limitada del H2 sugiere las posibles entradas del
parasitoide a México, lo cual es apoyado por el agrupamiento
del H2 en el analisis estadistico de parsimonia con haplotipos
que hasta el momento sélo se han encontrado en Florida.

* Recibido: agosto de 2013
Aceptado: febrero de 2014

Abstract

Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae)
is a specific ectoparasite of Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae) vector of Candidatus Liberibacter
spp., the causative agent of Huanglongbing, a devastating
disease of citrus worldwide. The parasitoid was accidentally
introduced to various regions of the Americas, including
Mexico, where currently it is massively reproduced and
released. Contributing to the knowledge of parasitoid wild
populations use to benefit the Mexican citrus industry, this
study aimed to genetically characterize 7. radiate populations
in the state of Tamaulipas, Mexico, by sequencing
mitochondrial DNA (cytochrome oxidase subunit 1 gene),
analyzing parasitoid samples collected during the years
2006-2013. From the specimens two haplotypes (H1 and
H2) were found, from which H1 is present in most citrus
areas infested by D. citriin Mexico, while H2 has only been
detected so far in the states of Tamaulipas and Yucatan. The
limited distribution of H2 suggests the possible entries of the
parasitoid to Mexico, which is supported by the clustering
of H2 in the statistical parsimony analysis with haplotypes
only found in Florida so far.

Keywords: Diaphorina citri, biological control, haplotype,
parasitoid.
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Introduccion

Tamarixia radiata(Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae)
es un ectoparasitoide ninfal del psilido asiatico de los
citricos, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liividae)
(Etienne and Aubert, 1980), vector de la bacteria Candidatus
Liberibacter spp., el agente putativo de la enfermedad
Huanglongbing (HLB), la plaga mas devastadora de los
citricos a nivel mundial (da Graca, 1991; da Graca and
Korsten, 2004; Halbert and Manjunath, 2004; Bové, 20006).
El parasitoide es considerado como uno de los principales
agentes de control bioldgico del vector, debido a que su
capacidad de parasitismo y disminucion de las poblaciones
de D. citrihan sidonotables en las diversas partes del mundo
a donde se ha introducido como parte de programas de
control biologico del psilido asiatico de los citricos (Etienne
and Aubert, 1980; Quilici, 1986; Chiu et al., 1988; Hoy et
al., 1999; Etienne et al., 2001).

EnMéxico, T. radiata se hapresentado de forma accidental
al igual que en Argentina (Caceres y Aguirre, 2005;
Lizondo et al., 2007), Brasil (Gomez-Torres et al., 2006),
Colombia (Kondo et al., 2012), Cuba (Gonzalez et al.,
2005), Puerto Rico (Pluke ez al.,2008), Texas (Frenchetal.,
2001)y Venezuela (Barr et al.,2009). En México, durante
el afo 2003, se encontrd por primera vez un parasitoide
del género Tamarixia en ninfas de D. citri colectadas en
el estado de Tamaulipas (Coronado-Blanco et al., 2003).
Posteriormente, en el afio 2009, se registro la presencia de
T.radiata en colectas de Colima, Michoacan, Nuevo Leon,
Sinaloa, Sonoray Tamaulipas, las cuales fueron efectuadas
durante los afios 2005 a 2008 (Gonzalez-Hernandez et al.,
2009).

Enelano2010seinicio6 el analisis de la diversidad genética
del parasitoide en México, mediante el uso de las regiones
ITS1, ITS2 y citocromo oxidasa subunidad I (COI)
(Gonzalez Hernandez et al., 2010a, b); mediante este
ultimo gen se identifico la existencia de cinco haplotipos
distribuidos en los estados de Campeche, Colima, Jalisco,
Michoacan, Nuevo Ledn, Oaxaca, Quintana Roo, San Luis
Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz
y Yucatan. Recientemente, Pefia-Carrillo (2012) indica
que en el estado de Tamaulipas se encuentran dos de los
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Introduction

Tamarixia radiata (Waterston) (Hymenoptera: Eulophidae)
is a nymphal ectoparasitoid of Asian citrus psyllid,
Diaphorina citriKuwayama (Hemiptera: Liividae) (Etienne
and Aubert, 1980), vector of the bacterium Candidatus
Liberibacter spp., the putative agent of Huanglongbing
(HLB) disease, the most devastating citrus pest worldwide
(da Graca, 1991; da Graca and Korsten, 2004, Halbert and
Manjunath 2004, Bové, 2006).The parasitoid is considered
one of the main agents of biological control of the vector,
because its ability for parasitism and diminish populations
of D. citri has been remarkable in various parts of the world
where it has been introduced as part of biological control
programs of citrus Asian psyllid (Etienne and Aubert, 1980;
Quilici, 1986; Chiu et al., 1988; Hoy et al., 1999; Etienne
etal.,2001).

In Mexico, T. radiata was brought accidentally as in
Argentina (Céceres and Aguirre, 2005; Lizondo et al.,
2007), Brazil (Gémez -Torres et al., 2006), Colombia
(Kondo et al.,2012), Cuba (Gonzalez et al., 2005), Puerto
Rico (Pluke et al., 2008), Texas (French et al., 2001) and
Venezuela (Barr et al., 2009). In Mexico, in 2003, for the
first time, a parasitoid of the genus Tamarixia was found
in D. citri nymphs collected in the state of Tamaulipas
(Coronado-Blanco et al., 2003). Subsequently, in 2009,
the presence of 7. radiata was recorded in collections of
Colima, Michoacan, Nuevo Leoén, Sinaloa, Sonora and
Tamaulipas, which were made during the years 2005 to
2008 (Gonzalez-Hernandez et al., 2009).

In2010the analysis of the parasitoid genetic diversity began
in Mexico, using the ITS1, ITS2 and cytochrome oxidase
subunit [ (COI) regions (Gonzalez Hernandez et al., 2010a,
b); by the latter gene the existence of five haplotypes were
identified, distributed in the states of Campeche, Colima,
Jalisco, Michoacan, Nuevo Leon, Oaxaca, Quintana Roo,
San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas,
Veracruz and Yucatan. Recently, Pefa-Carrillo (2012)
indicated that in the state of Tamaulipas there are two (H1 and
H2) ofthe five haplotypesrecorded by Gonzalez-Hernandez
et al. (2010a), while in the states of Colima, Michoacan
and Nuevo Leodn, only H1 has been found. The H1 and H2
haplotypes located in Mexico, are the same that occur in
populations of Taiwan and South Vietnam, that have been
imported and released in the United States of America (USA)
for D. citri control (Hoy and Nguyen, 2000; Skelley and
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cinco haplotipos (H1 y H2) registrados por Gonzalez-
Hernandez et al. (2010a), mientras que en los estados de
Colima, Michoacan y Nuevo Ledn, solo se ha encontrado
el H1. Los haplotipos H1 y H2 localizados en México, son
los mismos que se presentan en las poblaciones de Taiwan
y sur de Vietnam, que han sido importadas y liberadas en
los Estados Unidos de América (EUA) para el control de
D. citri (Hoy and Nguyen, 2000; Skelley and Hoy, 2004;
Barr et al., 2009) y cuya presencia ha sido registrada en
Florida y Texas (EUA) (Barr et al., 2009; De Ledn and
Setamou, 2010).

Debido al hallazgo de individuos con H2 en Tamaulipas
(Pefa-Carrillo, 2012), en la presente investigacion se
expandio6 el analisis de los haplotipos de esta region del
noreste de México, con el objetivo de indagar la existencia
de haplotipos propios de poblaciones locales, las cuales
podrian sertitiles para el mejoramiento de las estrategias de
control biologico de D. citri en el pais. El conocimiento de
la abundancia, frecuencia y dominancia de los haplotipos
pueden ser indicativos de su adaptacion a diferentes
ambientes, y por ende contribuird a un mejor manejo del
vector de la enfermedad HLB en México.

Materiales y métodos

Losparasitoides utilizados durante la presente investigacion
provienen de recolectas de campo realizadas entre los
meses de febrero-noviembre de los afios 2006-2012 y
primer semestre de 2013 en la zona citricola del estado de
Tamaulipas, asi como plantas rutaceas del area urbana de
Cd. Victoria, y Matamoros (Cuadro 1). Los especimenes
se capturaron mediante red de golpeo y algunos se
obtuvieron a partir de brotes infestados con ninfas de D.
citri de tercer a quinto instar, parasitadas y mantenidas
en cajas Petri de plastico a temperatura ambiente. Este
material fue revisado diariamente durante dos semanas;
los parasitoides emergidos se recolectaron con aspirador
bucal y se conservaron en alcohol al 96%. Se seleccion6
un total de 56 ejemplares distribuidos en los municipios
de Giiémez (recolectas del ano 2006), Hidalgo (2006,
2007, 2011), Matamoros (2013), Reynosa (2013), San
Fernando (2013)y Victoria (2007,2008,2010) (Figura 1),
apartir de los cuales se aislo su ADN de manera individual
y posteriormente se amplifico, se envid a secuenciar y se
determiné a que haplotipo pertenecen.

Hoy, 2004; Barr et al., 2009) and whose presence has been
recorded in Florida and Texas (USA) (Barr et al., 2009; De
Leén and Setamou, 2010).

Because ofthe presence of individuals with H2 in Tamaulipas
(Pefia-Carrillo, 2012), in this investigation the analysis of
haplotypes was expanded for this region of northeast
Mexico, in order to investigate the existence of haplotypes
of local populations, which could be useful for improving
biological control strategies of D. citri in the country.
Knowledge of the abundance, frequency and dominance
of haplotypes may be indicative of adaptation to different
environments, and thus contribute to a better management
of the HLB disease vector in Mexico.

Materials and methods

The parasitoids used in this research come from field
collections conducted between the months of February to
November of the years 2006-2012 and the first half 0of2013
in the citrus area of the state of Tamaulipas and Rutaceae
plants in the urban area of Ciudad Victoria and Matamoros
(Table 1). Specimens were captured by beating netand some
were obtained from buds infested with D. citri nymphs
from third to fifth instar parasitized and maintained in
plastic Petri dishes at room temperature. This material was
monitored daily for two weeks, the emerged parasitoids were
collected with mouth aspirator and stored in 96% alcohol.
Atotal of 56 individuals distributed in the municipalities of
Giiémez (collections in 2006), Hidalgo (2006,2007,2011),
Matamoros (2013), Reynosa (2013), San Fernando (2013)
and Victoria (2007,2008,2010) (Figure 1), from which DNA
was isolated individually and amplified, and then sent for
sequencing and determine their haplotype.

DNA was extracted using the PureLink® Genomic DNA kit
(Invitrogen, Carisbad, CA, USA). The resulting DNA was
kept at -20 °C until use. Subsequently, by endpoint PCR, a
fragment of the mitochondrial cytochrome oxidase subunit [
(COI) gene was amplified, similarly to the studies reported by
Barretal. (2009), De Leon and Setamou (2010), Gonzalez-
Hernandez et al. (2009) and Pefia-Carrillo (2012), where the
following oligonucleotides were used: CI-J-1718 (forward)
5'-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3'and C1-N-
2191 (reverse) S'CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC
-3' designed by Simon et al. (1994).
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Cuadro 1. Colectas y haplotipos encontrados en muestras de 7. radiata de Tamaulipas.
Table 1. Collections and haplotypes found in 7. radiata samples of Tamaulipas.

Kenzy Ivveth Pefia-Carrillo ef al.

Fecha Localidad Coordenadas Hospedero Haplotipo
09-04-2006 Giliémez N 24°0°0.00” Naranja valencia H1
W 99°9°0.00”

22-10-2006 Glémez N23°55°7.37” Naranja valencia H1,H2
W 99°0°20.09”

15-10-2006 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja valencia H1
W 99°12°3.82”

11-11-2006 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja valencia H1
W 99°12°3.82"

05-02-2007 Victoria N23°42°85.1” Limonaria H2
W 99°09°09.0”

21-03-2007 Victoria N 26°02°30.9” Limonaria H1
W98°14°15.3”

28-03-2007 Victoria N 23°42°85.1” Limonaria H1
W 99°09°09.0”

04-04-2007 Victoria N23°42°85.1” Limonaria H1
W 99°09°09.0”

25-04-2007 Victoria N23°42°85.1” Limonaria H1
W 99°09°09.0”

18-07-2007 Victoria N23°42'85.1" Limonaria H2
W 99°09°09.0”

23-07-2007 Victoria N23°42°85.1” Limonaria H2
W 99°09°09.0”

30-07-2007 Victoria N 23°42°85.1” Limonaria H1
W 99°09°09.0”

13-08-2007 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja valencia H1
W 99°12°3.82”

20-08-2007 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja valencia H2
W99°12°3.82”

04-11-2007 Victoria N23°42°85.1” Limonaria H1
W 99°09°09.0”

07-11-2007 Victoria N23°42°85.1” Limonaria H1
W 99°09°09.0”

23-04-2010 Victoria N 23°43°34.7” Limonaria H1, H2

W 99°07°39”

31-07-2011 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja Valencia H1
W 99°12°3.82”

14-08-2011 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja Valencia H1
W99°12°3.82”

11-09-2011 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja Valencia H1
W 99°12°3.82”

09-10-2011 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja Valencia H1
W99°12°3.82”

06-11-2011 Hidalgo N 24°0°55.68” Naranja Valencia H1
W 99°12°3.82”

20-03-2013 Matamoros N 25°52°59.0” Limonaria H1
W97°29°54.6”

20-03-2013 Matamoros N 25°51°59.7” Mandarina H1
W97°30°19.0”

21-03-2013 Reynosa N 26°02°30.9” Naranja valencia HI1,H2
W98°14°15.3”

22-03-2013 San Fernando N 24°49°60” Naranja valencia H1

W 98°9°0”
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Para lograr la extraccion de acidos nucleicos se empled el kit
de extraccion Pure Link Genomic DNA (Invitrogen, Carisbad,
CA, USA); el ADN resultante se mantuvo a -20 °C hasta su
uso. Posteriormente, mediante la técnica de PCR punto final
se amplificoé un fragmento del gen mitocondrial citocromo
oxidasa subunidad I (COI) de igual forma a los estudios
reportados por Barretal. (2009), De Leénand Setamou (2010),
Gonzalez-Hernandez et al. (2009) y Pefia-Carrillo (2012);
donde se utilizaron los oligonucleodtidos CI-J-1718 (forward)
5’-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3’ y C1-N-
2191 (reverse)S’>CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3’
disefiados por Simon ez al. (1994).

Las reacciones de PCR se prepararon de acuerdo a las
concentraciones: Buffer 1x, ANTP’s [2 mM], MgCl, [2 Mm],
oligonucleotidos 100 ng/ul, 1U de Tag polimerasa, y se
realizaron de acuerdo a las siguientes condiciones: un ciclo
de 94 °C-3 min.; 40 ciclos a 94 °C-20 seg.; 48 °C-20 seg.; 72
°C-40 seg.; y un ciclo adicional de extension a 72 °C-10 min.
Los productos obtenidos se visualizaron en gel de agarosa
(2%) para la identificacion del fragmento amplificado (550
pbaprox.), se compararon con un marcador de peso molecular
(100-2200pb) y posteriormente fueron enviados alacompaiiia
Macrogen EUA., para su secuenciacion en ambos sentidos.

Las secuencias de ADN obtenidas se alinearon y compararon
en el programa MEGA 5 (Tamura et a/., 2011) en donde
se identificaron los puntos de mutacion (haplotipos), acto
seguido se determind la distancia genética existente entre los
haplotipos resultantes y con el mismo programa se realizo
un arbol filogenético de Neighbor-Joining, inferido con el
modelo Tamura-3-parametros; se incluyo laespecie hermana
Tamarixia triozae (Burks) Hymenoptera: Eulophidae,
(niimero de acceso agenebank, GQ912291.1)y Gonatocerus
metanotalis (Ogloblin) (Hymenoptera: Mymaridae) (De
Leon and Setamou, 2010; De Leén et al., 2008, niimero de
accesoaGene Bank DQ922724.1) como grupos dereferencia
para sefialar que las relaciones entre haplotipos son a nivel
intraespecifico. Adicionalmente las secuencias obtenidas se
compararon con las secuencias disponibles en Gene Bank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), procedentes de los estudios
de Barr et al. (2009) (Numeros de acceso GQ401914.1,
GQ401916.1, GQ401918.1, GQ401920.1, GQ401921.1,
GQ401870.1, GQ401875.1, GQ401880.1), De Ledn and
Setamou, (2010) (FJ807949.1, GQ912272.1-GQ912274.1,
GQ912280.1-GQ912283.1), y secuencias proporcionadas
por Gonzalez-Hernandez et al. (2009), las cuales también
se incluyeron en el arbol filogenético y se distinguen por la
presencia de (*), (**) y (***) respectivamente. Finalmente,
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Figura1.Mapa de Tamaulipas en el que se indican los municipios
de recolecta de los parasitoides incluidos en esta
investigacion: 1. Giiémez; 2. Hidalgo; 3. Matamoros;
4.Reynosa; 5. San Fernando; y 6. Victoria.

Figure 1. Tamaulipas map with municipalities of collected

parasitoids included in this research: 1. Giiémez;
2. Hidalgo; 3. Matamoros; 4. Reynosa; 5. San
Fernando; and 6. Victoria.

PCRreactions were prepared according to the concentrations:
Buffer 1xdNTP's [2 mM], MgCl, [2 mM], oligonucleotides
100 ng/ul, 1U of Taq polymerase, and were conducted
according to the following conditions: a cycle at 94 °C - 3
min; 40 cycles at 94 °C - 20 s; 48 °C - 20 s; 72 °C - 40 s;
and an additional extension cycle at 72 °C - 10 min. The
obtained products were visualized on agarose gel (2%) for
the identification ofthe amplified fragment (550 bp aprox.),
and compared to a molecular weight marker (100-2 200 bp)
and were subsequently sent to the Macrogen Company, USA,
for sequencing in both directions.

The DNA sequences obtained were aligned and compared in
the MEGAS (Tamuraetal.,2011) software where the mutation
points were identified (haplotypes), then genetic distance
between the resulting haplotypes was determined and using
the same software a Neighbor-Joining phylogenetic tree was
constructed, inferred with the Tamura 3-parameter model;
the sister species was included: Tamarixia triozae (Burks),
Hymenoptera: Eulophidae (Gene Bank accession number,
GQ912291.1) and Gonatocerus metanotalis (Ogloblin)
(Hymenoptera: Mymaridae) (De Le6n and Setamou, 2010; De
Leodnetal.,2008, Gene Bank accession number DQ922724.1)
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con el programa TCS (Clement et al., 2000) se estimo la
estructura filogenética de los haplotipos, estimada con
un analisis de redes de parsimonia con 95% de limite de
conexion a partir de las diferencias nucleotidicas entre las
secuencias.

Resultados

Se identificaron dos haplotipos los cuales corresponden
a transiciones y transversiones (Cuadro 2), cada uno con
una distancia genética de 0.112 diferencias por sitio en
comparacion con laespecie hermana 7. triozae, mientras que
la distancia genética entre los haplotipos 1y 2 fue de 0.005
(diferencias por sitio). La distancia genética que existe entre
los haplotipos de T. radiata se observa reflejada en el arbol
filogenético (Cuadro 3), la cual permite la separacion de
los haplotipos en ramas distintas. En el arbol se distinguen
con nimeros las muestras provenientes de Giiémez (#2, 3,
21,22,55,56),Hidalgo (#1,4-6, 11-14,38-47), Matamoros
(#28-32,35-37), Reynosa (#34, 48), San Fernando (#33) y
Victoria (#7-10, 15-19, 23-27, 49-54) (Figura 2).
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as reference groups to indicate that haplotypes are related at
the intraspecific level. Additionally the obtained sequences
were compared to sequences available in Gene Bank (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/), from studies of Barr et al. (2009)
(Access Numbers GQ401914.1,GQ401916.1,GQ401918.1,
GQ401920.1, GQ401921.1, GQ401870.1, GQ401875.1,
GQ401880.1), De Leon and Setamou, (2010) (FJ807949.1,
GQ912272.1 -GQ912274.1 , GQ912280.1- GQI12283.1),
and sequences provided by Gonzalez- Hernandez et al.
(2009), which were also included in the phylogenetic tree
and are distinguished by the presence of (¥), (**) and (¥**),
respectively. Finally, with the TCS software (Clement ef al.,
2000) the phylogenetic structure of haplotypes was estimated
by a parsimony network analysis with 95% connection limit
from the nucleotide differences among the sequences.

Results

Two haplotypes were identified, which correspond to
transitions and transversions (Table 2), each with a genetic
distance of 0.112 site differences compared to 7. triozae

Cuadro 2. Cambios nucleotidico y frecuencia de haplotipos de 7. radiata colectados en la region citricola y dreas urbanas

de Tamaulipas.
Table 2. Nucleotide changes and frequency of 7. radiata haplotypes collected in the citrus region and urban areas of
Tamaulipas.
Haplotipo Posicion: Frecuencia (#individuos) Municipio
#nucleotido
43 399
4 Gliémez
19 Hidalgo
1 T G 8 Matamoros
1 Reynosa
1 San Fernando
14 Victoria
2 Giliémez
2 C T 1 Reynosa
6 Victoria
Total 56

Cuadro 3. Distancias genéticas entre los taxa incluidos en el analisis filogenético e inferidas con el programa Mega 5.0,

mediante el modelo de 3 parametros de Tamura.

Table 3. Genetic distances among taxa included in the phylogenetic analysis and inferred with Mega 5.0 program, using

the Tamura 3-parameters model.

Especie T radiata H1 T radiata H2 T. triozae
T radiata H1 0.000 0.005 0.112
T radiata H2 0.005 0.000 0.112

1. triozae 0.112 0.112 0.000
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Tamarixia triozae

et

Figura 2. Arbol de Neighbor-Joining elaborado con los haplotipos de Tamarixia radiata encontrados en el estado de Tamaulipas,
México. Junto a cada rama se encuentra el valor bootstrap de 1 000 réplicas.
Figure 2. Neighbor-Joining tree of Tamarixia radiata haplotypes found in the state of Tamaulipas, Mexico. Next to each branch

is the bootstrap value of 1 000 replicates.

Enlared dehaplotipos (Figura 3) las diferencias nucleotidicas
0 mutaciones se encuentran representadas por lineas y
algunos haplotipos hipotéticos derivados de las diferencias
mutacionales se encuentran representados por puntos negros;
los haplotipos existentes se encuentran delimitados por los
circulos blancos. En la red se demuestra que posiblemente la
mayoriadeloshaplotipos encontrados en Américadescienden
delH1, conexcepciondel HS de De Ledénand Setamou (2010)
queseencuentratotalmente aislado. Los cambios nucleotidicos
separan al H2 del resto y lo ubican en un grupo formado con
los haplotipos H3 de Barr et al. (2009) y H1 de De Ledn and
Setamou (2010) encontrados hastael momento solo en Florida.
Aligual que H2, el H6 de Barr et al. (2009) encontrado en Isla
Guadeloupe y Puerto Rico se encuentra separado.

Ademasdeinferirlasrelaciones filogenéticas de los haplotipos,
se realiz6 una comparacion cronologica de su orden de
aparicion en México y Estados Unidos de América basada
en el afio de recolecta de los ejemplares y publicacion de la
informacion, la cual se muestra a continuacion (Barr ef al.,
2009; De Leon and Setamou, 2010; Gonzalez-Hernandez et
al.,2010a, b) (Cuadro 4).

sister species, while the genetic distance between haplotypes
1 and 2 was 0.005 (differences per site). The genetic
distance between 7. radiata haplotypes was reflected in
the phylogenetic tree (Table 3), which allows haplotypes
separation in different branches. Numbers in the tree
distinguish the samples from Giiémez (# 2, 3, 21, 22, 55,
56), Hidalgo (#1,4-6,11-14,38-47), Matamoros (#28-32,
35-37),Reynosa (#34,48), San Fernando (#33) and Victoria
(#7-10, 15-19,23-27,49-54) (Figure 2).

In the haplotype network (Figure 3) nucleotide differences
or mutations are represented by lines and some hypothetical
haplotypes derived from mutational differences are
represented by black dots, existing haplotypes are defined
by the white circles. The network shows that possibly most
haplotypes found in America descend from H1, except HS
from De Leon and Setamou (2010) which is fully isolated.
The nucleotide changes separate H2 from the rest and place
it in a cluster formed with H3 haplotypes from Barr ef al.
(2009)and H1 from De Ledn and Setamou (2010) found only
in Florida so far. Like H2, H6 from Barr et al. (2009) found
in Guadeloupe Island and Puerto Rico is located separately.
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Figura 3.

Figure 3.

Red de haplotipos generada mediante un analisis de parsimonia estadistica con los haplotipos encontrados en las muestras
de Tamaulipas. En lared se distinguen los haplotipos registrados en América por Barr et al., 2009*; De Leon and Setamou, 2010*%*;
Gonzalez-Hernandez et al., 2010a, b***, Cabe destacar que los haplotipos H1 y H2 del presente estudio se encuentran subrayados
y son idénticos a los respectivos haplotipos H2, H1 de Barr et al. (2009), H7, H2 de De Leon and Setamou (2010) y H1, H2 de
Gonzalez-Hernandez et al. (2010a, b); por esta razon en la red s6lo aparece un representante H1 y H2. El resto de los haplotipos
conserva el nombre original otorgado por los autores(as) antes citados(as).

Haplotype network generated by a statistical parsimony analysis of the haplotypes found in samples of Tamaulipas. In
the network, haplotypes recorded in America by Barr et al., 2009*, De Le6n and Setamou, 2010**, and Gonzalez-Hernandez et
al.,2010a,b*** are distinguished. Notably, the H1 and H2 haplotypes of the present study are underlined and are identical to the
respective haplotypes H2, H1 from Barr et al. (2009), H7, H2 from De Ledn and Setamou (2010) and H1, H2 from Gonzalez-
Hernandez et al. (2010a,b), forthatreason, in the network there is only one representative of H1 and H2. The remaining haplotypes
retains the original name given by the author (s) mentioned above (as).

Cuadro 4. Cuadro cronolégico de las localidades y afios de recolecta de los haplotipos H1 y H2 de 7. radiata en México y

EE. UU. Los haplotipos se detectaron en las posiciones nucleotidicas 43/399 del alineamiento.

Table 4. Chronological table of localities and collection years of 7. radiata H1 and H2 haplotypes in Mexico and USA. The

haplotypes were detected at nucleotide positions 43/399 of the alignment.

Haplotipo
Afo de Investigador(a) Localidad 1 2
colecta (T/G) (C/T)
2004 Barretal., 2009 Florida, EE. UU. v
2006 Barr et al., 2009 Florida, EE. UU. v v
De Le6n and Setamou, 2010 Texas, EE. UU. v
Pefia-Carrillo, 2012 Giliémez, Tamps, Méx. v v
Hidalgo, Tamps, Méx. v
2007 Barretal., 2009 Florida, EE. UU. v
De Leon and Setamou, 2010 Sonora, Méx. v
Gonzalez-Hernandez et al., 2010 Sinaloa, Méx.
Pefia-Carrillo, 2012 Sonora, Méx. v
Hidalgo, Tamps, Méx. v
Victoria, Tamps, Méx. v
2008 Barretal.,2009 Cepas de laboratorio-China, v
Florida, EE. UU.
Cepa de laboratorio-Taiwan,
Vietnam, Texas, EE. UU.
Texas, EE. UU. v
Gonzalez-Hernandez et al., 2010 Colima, Méx. v
Michoacan, Méx. v
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Cuadro 4. Cuadro cronolégico de las localidades y afios de recolecta de los haplotipos H1 y H2 de T. radiata en México y
EE. UU. Los haplotipos se detectaron en las posiciones nucleotidicas 43/399 del alineamiento (Cotinuacion).
Table 4. Chronological table of localities and collection years of 7. radiata H1 and H2 haplotypes in Mexico and USA. The

haplotypes were detected at nucleotide positions 43/399 of the alignment (Cotinuation).

Haplotipo
Afo de Investigador(a) Localidad 1 2
colecta (T/G) (C/T)

2009 Gonzalez-Hernandez et al., 2010 Nuevo Leon, Méx. v
Yucatan, Méx. v
Pefia-Carrillo, 2012 Nuevo Ledn, Méx. v

2010 De Ledn y Setamou, 2010 Florida, E.U.A. v
Gonzalez-Hernandez et al., 2010a Campeche, Méx. v
Oaxaca, Méx. v
Quintana Roo, Méx. Victoria, v
Tamps., Méx. v
Veracruz, Méx. v
Yucatan, Méx. v

Gonzalez-Hernandez et al., 2010b Yucatan, Méx. v v
Pefia-Carrillo, 2012 Colima, Méx. v
Victoria, Tamps, Méx. v
2011 Pena-Carrillo, 2012 Hidalgo, Tamps, Méx. v
2013 Pefia-Carrillo et al., 2013 Matamoros, Tamps, Méx. v
Reynosa, Tamps, Méx. v
San Fernando, Tamps, Méx. v

Discusion In addition to inferring phylogenetic relationships of

Aun cuando la presencia de Tamarixia sp. en territorio del
estado de Tamaulipas se remonte al afio 2003 (Coronado-
Blanco et al., 2003), el primer informe de haplotipos de la
especie en dicha region se realizd a partir de muestras del
afo 2010 (Gonzalez-Hernandez et al.,2010a), donde solo se
indico lapresenciadel H1. Con el presente estudio, ahora se
enfatiza la presenciay persistencia del H2 en Tamaulipas, al
encontrarlo en muestras recolectadas durante los afios 2006,
2007, 2010 y 2013 (Cuadros 1, 4). Las muestras del afio
2006 representan los registros de haplotipos mas antiguos
hasta el momento para México, y se centran en Tamaulipas.
Al comparar la distribucion del H2 en el estado y diversas
areas de EE. UU., es posible considerar una ruta probable
de entrada al pais.

Deacuerdo alos primeros informes del H2 en el Continente
Americano, éste se encontrd en muestras de Florida (EE.
UU.) de 2004 (Barr et al., 2009) y posteriormente en
Texas, EE.UU., y México (Giiémez, Tamalipas) en el 2006
(De Ledn y Setamou, 2010), en 2007 se encontrd en los
municipios de Giiémez y Victoria, Tamaulipas., y en 2013

haplotypes, a comparison was made on their chronological
order of appearance in Mexico and the United States of
America based on collection year of the individuals and
publication of information, which is shown below (Barr et
al.,2009; De Ledn and Setamou, 2010; Gonzalez-Hernandez
etal.,2010a, b) (Table 4).

Discussion

Even though the presence of Tamarixia sp., interritory of the
Tamaulipas state dates back to 2003 (Coronado-Blancoetal.,
2003), the firstreport on this species haplotypes in this region
was performed on samples from 2010 (Gonzalez- Hernandez
etal.2010a), where only the presence of H1 was indicated.
In the present study, the presence and persistence of H2
is emphasized in Tamaulipas, found in samples collected
during the years 2006, 2007, 2010 and 2013 (Tables 1, 4).
Samples from 2006 represent the earliest records so far for
haplotypes in Mexico, focused on Tamaulipas. Comparing
the H2 distribution in the state and different areas in U.S.A.
a probable route of entry may be considered.
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en Reynosa, Tamaulipas (Figura 1). Al agrupar el H2 con
haplotipos que hasta el momento solo se han encontrado en
Florida, la posible historia evolutiva de los haplotipos que
se encuentra representada en la red de parsimonia (Figura
3) apoya la idea de que Tamaulipas ha sido una entrada
probable del parasitoide a México. Cabe destacar que a
diferencia del H2, el resto de los haplotipos encontrados
en México (H3, H4 y H5) por Gonzalez-Hernandez et
al. (2010a) derivan directamente del H1, y solo los H3
y H4 se encuentran agrupados demostrando relaciones
filogenéticas cercanas.

Ademas de la separacion del H2, el hecho de haberlo
encontrado con mayor frecuencia en Florida (Barr et al.,
2009), y que en México su distribucion se ha limitado a
los estados de Tamaulipas, y Yucatan, sugiere las posibles
rutas de dispersion que ha mostrado el parasitoide desde el
noreste y sureste del pais. Ademas, es importante sefialar
que la distribucion aparentemente localizada y persistente
del H2 en Tamaulipas, podria estar asociada a condiciones
microclimaticas o de nicho, determinantes para el desarrollo
de las poblaciones en las que se encuentra dicho haplotipo
(Rodriguez-Trelles et al., 1998; Michalak et al., 2001;
Roslin et al., 2009; McGaughran et al., 2010). Estudios
subsecuentes en los que se consideré un mayor numero
de muestras y areas de colecta seran necesarios para
evaluar estas hipotesis, asi como el posible ensamblaje de
los diferentes haplotipos en la region y su impacto en las
poblaciones del vector del HLB.
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According to the first reports of H2 in the Americas, it
was found in samples from Florida (USA) in 2004 (Barr et
al., 2009) and later in Texas, USA, and Mexico (Giiémez,
Tamalipas) in 2006 (De Ledén and Setamou, 2010), was
found in 2007 in the municipalities of Gliémez and Victoria,
Tamaulipas, and in 2013 in Reynosa, Tamaulipas (Figure
1). By clustering H2 with haplotypes only found in Florida
so far, the possible evolutionary history of the haplotypes is
represented in the parsimony network (Figure 3) supporting
the idea that Tamaulipas has been a probable entry of the
parasitoid to Mexico. Notably, unlike H2, the other haplotypes
found in Mexico (H3, H4 and H5) by Gonzalez-Hernandez et
al. (2010a) derive directly from H1, and only H3 and H4 are
clustered showing close phylogenetic relationships.

Inadditionto the separation of H2, the fact of being found more
frequently in Florida (Barr et al., 2009), and its distribution
in Mexico limited to the states of Tamaulipas and Yucatan,
suggests possible dispersal routes shown by the parasitoid
from the northeast and southeast. It must be noted that the H2
distribution, persistent and apparently located in Tamaulipas,
may be associated with microclimatic conditions or niche,
determining the development of populations containing
this haplotype (Rodriguez-Trelles et al., 1998; Michalak
et al.,2001; Roslin et al., 2009; McGaughran et al., 2010).
Subsequent studies considering larger samples and collection
areas will be needed to evaluate these hypotheses and the
possible assembly of different haplotypes in the region and
their impact on the HLB vector populations.
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