COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO DE FITOSANIDAD
ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

CARACTERIZACION MORFOMETRICA Y GENETICA
DE Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) DE
RUTACEAS EN CAZONES, VERACRUZ, MEXICO

FLORINDA GARCIA PEREZ

T E S I S
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTORA EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2013




La presente tesis titulada: CARACTERIZACION MORFOMETRICA Y
GENETICA DE Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) DE
RUTACEAS EN CAZONES, VERACRUZ, MEXICO realizada por la
alumna Florinda Garcia Pérez bajo la direccion del Consejo Particular
indicado, ha sido aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial

para obtener el grado de:

DOCTORA EN CIENCIAS

FITOSANIDAD
ENTOMOLOGIA Y ACAROLOGIA

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERA %‘é e

DRA. LAURA DELIA ORTEGA ARENAS

ASESOR

ASESOR

DR. JOSE REFUGIO LOMELI FLORES

ASESOR %““/ W/

DR. /(EJANDR EZ HERNANDEZ

ASESOR

DR. JE MERO NAPOLES

Montecillo, Texcoco, Estado de México, Julio de 2013.



Esta tesis titulada “CARACTERIZACION MORFOMETRICA Y GENETICA DE
Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) DE RUTACEAS EN CAZONES,
VERACRUZ, MEXICO”, se realizd bajo la direccion de la Dra. Laura Delia Ortega Arenas,
Profesora Investigadora del Colegio de Postgraduados, como parte del Megaproyecto
“MANEJO DE LA ENFERMEDAD HUANGLONGBING (HLB) MEDIANTE EL
CONTROL DE POBLACIONES DEL VECTOR Diaphorina citri (HEMIPTERA:
PSYLLIDAE), EL PSILIDO ASIATICO DE LOS CITRICOS”, bajo la responsabilidad del
Dr. José Isabel Lépez Arroyo Yy con el apoyo financiero FONSEC-SAGARPA-CONACYT
con clave 2009-108591.



CARACTERIZACION MORFOMETRICA Y GENETICA DE Diaphorina citri
(HEMIPTERA: LIVIIDAE) DE RUTACEAS EN CAZONES, VERACRUZ, MEXICO

Florinda Garcia Pérez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2013

RESUMEN

El psilido asiatico de los citricos, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), es una
plaga de importancia cuarentenaria por ser un eficiente vector de la bacteria Candidatus
Liberibacter asiaticus, agente causal del Huanglongbing (HLB). Al ser una plaga invasora y de
reciente introduccion a nuestro pais, es posible que el aislamiento geogréfico desde su lugar de
origen derive en variaciones morfométricas y bioldgicas que dificulten la definicion de una
estrategia de manejo. Por lo anterior en este estudio se planted realizar estudios de morfometria y
conocer la diversidad genética de D. citri mediante el uso de una region del marcador genético
mitocondrial Citocromo oxidasa subunidad | (COIl) en psilidos adultos recolectados en
hospedantes rutaceas en la zona citricola de Cazones, Veracruz. Para complementar el trabajo se
incluyeron muestras de los estados de Nuevo Ledn, Michoacéan, Veracruz y Yucatan recolectados

en diferentes hospedantes citricos

Los especimenes de adultos se recolectaron mensualmente en el periodo de febrero de 2010 a
febrero de 2011 en los siguientes cultivos: lima dulce (Citrus limetta Risso); Naranja Marrs (C.
sinensis L. cv. ‘Marrs’); Naranja Valencia (C. sinensis cv. ‘Valencia’); Naranja ‘Seleccion 8’ (C.
sinensis ‘Seleccion 8’); Pomelo (C. paradisi Macfad cv. ‘Rio Red’) y Murraya (Murraya

paniculata (L) Jack). En total se recolectaron 4,719 individuos (1,725 machos y 2,994 hembras).

Para realizar la caracterizacion morfométrica se analizd el 27% de los adultos de la coleccién
total y se consideraron seis caracteres morfolégicos: longitud del cuerpo; longitud de alas;

amplitud de alas; longitud de los procesos genales, amplitud de los procesos genales y la longitud



de antenas. Las estructuras de machos y hembras se analizaron de manera independiente. La
caracterizacion molecular se hizo con base en 48 individuos con variaciones morfométricamente

diferentes en los procesos genales y alas anteriores.

Los resultados mostraron que D. citri es una especie con variantes morfométricas y el hospedante
posee un efecto determinante en la definicion de caracteres. Los hospedantes donde se
recolectaron los individuos con mayores variantes morfométricas fueron C. limetta y C. sinensis
cv ‘Seleccion 8’ y dicha variabilidad fue mas evidente en los machos. En ambos sexos, se
observo que las variables determinantes para la caracterizacién morfométrica de D. citri fueron la

longitud y amplitud de las alas anteriores y la longitud y amplitud de los procesos genales.

A partir del alineamiento de las secuencias del ADN mitocondrial, los resultados indicaron la
presencia de un solo haplotipo (H1) presente en la regién de estudio. No se obtuvo un indicio de
variacion genética en las secuencias de las poblaciones en relacion con el hospedero y sexo de los

ejemplares. Se confirma que D. citri es la Gnica especie asociada a citricos en la region.

Palabras clave: Procesos genales, variantes morfométricas, haplotipo



MORPHOMETRY AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Diaphorina citri
(HEMIPTERA: LIVIIDAE) OF HOST RUTACEAES FROM CAZONES, VERACRUZ,
MEXICO

ABSTRACT

The Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), is a pest of
quarantine significance because it is an efficient vector of the bacterium Candidatus Liberibacter
asiaticus, which cause Huanglongbing (HLB). Since it is an invasive pest and was recently
introduced into our country, it is possible that geographic isolation from their place of origin
derived in morphometric and biological variations that obstruct the definition of any management
strategy. The objective of this study was to characterize morphometrically populations of D. citri,
as well to determine the genetic diversity by using mitochondrial cytochrome oxidase I (COl) in
six rutaceous host species in Cazones, Veracruz, Mexico. To complement the work were included
samples from the states of Nuevo Leon, Michoacan, Veracruz and Yucatan collected in different

rutaceous host species.

Adult specimens were collected monthly during the period February 2010 to February 2011in the
following groves: sweet lime (C. limetta Risso); ‘Marrs’ orange (C. sinensis L. cv. ‘Marrs’);
“Valencia’ orange (C. sinensis cv. ‘Valencia’); ‘Selection 8 orange (C. sinensis ‘Selection 8”);
grapefruit (C. paradisi Macfad cv. ‘Rio Red’) and Orange jasmine (M. paniculata (L.) Jack. A
total 4,719 adults (1,725 males and 2,994 females) were collected throughout the year.

The morphometric characterization was 27% adults of the total collection. Six morphological
characters were considered in the analysis: Body length; wing length; wing width; length of genal
process; width of the genal process and antenna length. The male and female structures were
analyzed independently. The molecular characterization was established on 48 individuals with

morphometric variations in genal processes and forewings.



The results of this study reveal the presence of morphometrical variants of D. citri and the host
has a determining effect on the definition of some characters. The plant taxa that hosted
individuals with greater morphometrical variants were C. limetta and C. sinensis ‘Selection 8’.
Variability was more evident in males. In both sexes we observed that the determining variables
for the morphometric characterization of D. citri were wing lengths and widths as well as genal

process lengths and widths.

The alignment of the sequences showed the presence of only one haplotype (H1) present in the
study area. No genetic variation was obtained in the sequences of populations in relation to the
host and sex of the specimens. It is confirmed that D. citri is the only species associated with

citrus in the region.

Key words: Genal processes, morphometric variants, haplotype
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INTRODUCCION GENERAL

La citricultura representa un segmento economico fundamental de la agricultura mexicana. De las
cerca de 560 mil hectareas sembradas de citricos se produce un promedio anual de 7 millones de
toneladas de fruta, con un valor estimado superior a los 13 mil millones de pesos, lo que sitla a
México en el quinto lugar mundial en produccion de citricos (Salcedo et al., 2010, 2012; SIAP,
2013). Sin embargo, y al igual que en otros paises, la industria citricola mexicana se encuentra
regularmente amenazada por diferentes plagas de importancia cuarentenaria que han impactado
negativamente la produccion y rendimientos de los cultivos, requiriendo de la intervencion del
gobierno y de los productores en su prevencion y manejo. Entre los fitopatdgenos que destacan
por sus efectos devastadores se encuentra enfermedad causada por la bacteria Candidatus
Liberibacter var. africanus, asiaticus y americanus (da Graca & Korsten, 2004; Halbert &
Manjunath, 2004; Boveé, 2006; Manjunath et al., 2008; Wang et al., 2009), conocida como
“Huanglongbing” (HLB) o enverdecimiento de los citricos, enfermedad que deteriora la calidad de
los frutos y de la planta en general. Las pérdidas econdémicas que ocasiona el HLB van desde
reducciones crecientes de los rendimientos hasta la pérdida total de la plantacion, debido a que los
arboles infectados por HLB tienen que eliminarse a fin de evitar la diseminacion de la bacteria
(Halbert & Manjunath, 2004; Salcedo et al., 2010).

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), el Psilido Asiatico de los Citricos (PAC), es
el vector primario del HLB, de modo que el control del vector es vital para el manejo de la
enfermedad (Halbert & Manjunath, 2004; SENASICA, 2012).

El HLB, se detectd por primera vez en Ameérica en 2004, en el estado de Sao Paulo, Brasil y en
2005 se confirmo su presencia en Florida, EUA, donde ha tenido efectos devastadores (Cermeli
et al., 2000, Halbert & Nufez, 2004, Villalobos et al., 2004; Halbert, 2005). En México, el HLB
se detecto en julio de 2009 en huertos comerciales y de traspatio en el estado de Yucatan y de ahi

se ha dispersado a otras entidades poniendo en riesgo la citricultura del pais (SENASICA, 2012).



En México, el primer informe formal de la presencia del PAC se dio a conocer en el 2002 en el
estado de Campeche y Quintana Roo. En 2003, se registré simultdneamente en los estados de
Nuevo Ledn y Tamaulipas; para 2004, la plaga se extendio a los estados de Colima, Querétaro,
San Luis Potosi, Tabasco y Yucatan (Lopez-Arroyo et al., 2005), en 2005 se registrd en Sinaloa.
Durante 2006, el insecto se encontrd en los estados de Michoacan, Oaxaca, Sinaloa y Sonora.
Finalmente en 2008 se colectdé en Tijuana, Baja California y Coahuila (Lopez-Arroyo et al.,
2008) y con esto termind por invadir todas las entidades productoras de citricos del pais
(SENASICA, 2012).

El PAC tiene preferencia exclusiva por plantas de la familia Rutaceae y su reproduccion es
dependiente de la disponibilidad de brotes por lo que la presencia de éstos y en consecuencia la
dindmica de poblacion del PAC y enemigos naturales asociados puede variar entre regiones
(Yang et al., 2006; Halbert & Manjunath, 2004; Ortega-Arenas et al., 2013). A razén de lo
anterior, se ha intensificado la investigacién relativa a biologia, ecologia y comportamiento del
psilido y la enfermedad, a fin de entender y encontrar elementos para mejorar el muestreo y

estrategias de manejo de esta plaga

Las especies de Psylloidea como plagas agricolas han sido poco estudiadas a nivel nacional, con
frecuencia no se especifica su identidad o erroneamente son confundidas con otros grupos. Hasta
la fecha en México no se dispone de un registro detallado de las especies de psiloideos y plantas
hospederas. Préacticamente la investigacion en el grupo se ha centrado al psilido del tomate
Bactericera cockerelli y mas recientemente, a raiz de su deteccion en Campeche en 2002, a D.
citri (Lopez-Arroyo et al., 2005); pero se sabe que existen especies de psilidos asociados a los
citricos que podrian ser vectores potenciales del HLB, como Cacopsylla citrisuga (Yang & Li)
(Cen et al., 2012) y D. communis Mathur (Donovan et al., 2011) y de estar presentes en México,

incrementarian el riesgo del establecimiento de la enfermedad.

Con base en lo anterior se plantearon como objetivos el realizar la caracterizacion morfométrica

de adultos de D. citri procedentes de seis rutaceas hospedantes y explorar si el hospedante tiene



alguna repercusion importante en la definicién de morfos y conocer la diversidad genética de D.

citri en seis rutaceas hospedantes mediante el uso del gen mitocondrial COI.

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos, el presente trabajé se organizo en tres capitulos.
En el primero se proporciona informacion relevante del PAC, donde se hace hincapié en la nueva
clasificacion taxonomica asi como la morfologia, biologia y ecologia, plantas hospedantes, y
factores que determinan su abundancia. En el capitulo dos, parte central de esta investigacion, se
aborda el estudio de la morfometria de D. citri en relacion con la hospedante y por ultimo, en el
tercer capitulo, se muestran los resultados del estudio genético de D. citri en diversos

hospedantes.



CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

1.1 Sistematica de Psylloidea

Filogenéticamente la superfamilia Psylloidea Latreille, 1807 constituye el taxén hermano de
todos los Sternorrhyncha (Campbell et al.,, 1994). Con base en estudios morfolégicos y
moleculares Quaintance & Baker (1915), Schlee (1969) y Shcherbakov (2007) concluyen que los
psiloideos pertenecen al taxon de Aleyrodoidea y estan escasamente representados en el registro
fosil del jurasico temprano (Grimaldi y Engel, 2005). White & Hodkinson (1985) sugieren que
los principales clados existentes de Psylloidea tuvieron un origen Gondwana y que sus ancestros

originalmente se alimentaban de una especie de Rutales (=Sapindales) antes de su ruptura.

White & Hodkinson (1985) realizaron una clasificacion fenética y cladistica para Psylloidea, con
base en caracteres de ninfas y adultos, informacién de la planta hospedante y datos
zoogeograficos y elaboraron un cladograma para describir la posible historia evolutiva. El
cladograma quedd integrado por seis familias que se derivaron de un ancestro comun extinto. Las
familias que se clasificaron fueron: Triozidae, Carsidaridae, Homotomidae, Phacopteronidae,
Calophyidae y Aphalaridae. Establecen que las familias Spondyliaspididae y Psyllidae tuvieron

como antecesor comun a la familia Aphalaridae.

De acuerdo a la clasificacion realizada por Burckhardt & Ouvrard (2012) se consideraron las seis
familias propuestas por White & Hodkinson (1985) y agregaron las familias Liviidae y Psyllidae,
por lo que la clasificacion qued6 constituida por ocho familias: Aphalaridae, Carsidaridae,
Calophyidae, Homotomidae, Liviidae, Phacopteronidae, Psyllidae y Triozidae. Las familias
Aphalaridae, Liviidae y Psyllidae se redefinieron. La clasificacion siguio en revision debido a
que se propusieron 42 nuevas combinaciones de especies que son sinonimias y aun habia géneros

y subfamilias no definidas con exactitud.



Actualmente, la superfamilia Psylloidea comprende ~3500 especies descritas a nivel mundial
agrupadas en las familias Aphalaridae, Calophyidae, Carsidaridae, Homotomidae,
Liadopsyllidaef, Liviidae, Malmopsyllidaef, Neopsylloididaef, Phacopteronidae, Psyllidae y
Triozidae (Ouvrard, 2013). Los psylloideos del mesozoico se asignaron a las tres familias de las

cuales estan extintas (Bekker-Migdisova, 1985)

La familia Liviidae, donde se incluye ahora a D. citri, agrupa a dos subfamilias (Euphyllurinae y
Liviinae), con 29 géneros, 317 especies y dos subespecies distribuidas en 344 hospederos; once
especies de esta familia tienen como hospederos a miembros de Rutaceae. En México se reportan
nueve especies de los géneros Caradocia, Diaphorina, Diclidophlebia, Katacephala, Livia,

Neophyllura y Psyllopsis (Ouvrard, 2013).

El género Diaphorina comprende un total de 67 especies descritas (Ouvrard, 2013), y tiene una
preferencia ecoldgica por climas secos y generalmente se asocian a plantas dicotiledoneas
incluidas en 18 familias. D. amoena Capener, D. auberti Hollis, D. murrayi Kandasamy, D.
punctulata Pettey, D. zebrana Capener, D. communis Mathur y D. citri Kuwayama tienen como

hospedante principal a miembros de la familia Rutaceae (Hollis, 1987).

Diversos autores sefialan a Diaphorina citri (Hemiptera: Liviidae) y Trioza erytreae Del Guercio
(Hemiptera: Triozidae) como vectores primarios de la bacteria (Candidatus Liberibacter var.
asiaticus, africanus y americanus) agentes causales del Huanglongbing (HLB) (Garnier & Bové,
2000; Halbert & Manjunath, 2004). Sin embargo, recientemente en otros paises sefialan también
a Cacopsylla citrisuga Yang & Li (Hemiptera: Psyllidae) en Citrus limon L. (Cen et al., 2012) y
D. communis en arboles de mandarina (C. reticulata Blanco) y hojas de curry (Bergera koenigii

L.) como vectores potenciales del HLB (Donovan et al., 2011).

1.2 Clasificacion taxonémica de Diaphorina citri

Phyllum: Arthropoda

Clase: Insecta



Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorrhyncha
Superfamilia: Psylloidea
Familia: Liviidae
Subfamilia: Euphyllurinae
Tribu: Diaphorinini
Género: Diaphorina
Especie: Diaphorina citri

Sinonimia: Euphalerus citri

La posicién taxondmica de género Diaphorina es confusa. Hollis (1985) sugiere que el género
proviene de un grupo relativamente antiguo con una distribucién Gondwana. Las especies del
grupo son dificiles de reconocer debido a que la coloracion, morfologia y genitalia del macho son
relativamente homogéneas, en consecuencia las especies se definen por la forma de los conos
genales, forma y coloracion de las alas anteriores, asi como el arreglo de las espinulas sobre las

mismas y la forma de la terminalia de la hembra (Burckhardt, 1984; Hollis, 1987).

Mathur (1975) describio y registrd a las especies orientales y posteriormente Burckhardt (1984)
redefinié al género y describié la especie paleartica occidental. Boselli (1960) examind los
estadios ninfales de Diaphorina y sugirié la existencia de una relacion estrecha con algunos
géneros de la familia Aphalaridae. Con base en los caracteres de las ninfas, White (1980) citado
por Burchardt (1984) reubico a la subfamilia Diaphorininae, antes Psyllidae, dentro de la familia

Aphalaridae.

Recientemente, Burckhardt & Ouvrard, (2012) proponen una nueva clasificacion para la
superfamilia Psylloidea, donde el género Diaphorina se reclasifica dentro de la familia Liviidae y
subfamilia Euphyllurinae. Sin embargo, esta nueva clasificacion no se ha incluido en los articulos

publicados recientemente.



1.2.1 Caracteristicas distintivas del género Diaphorina

La identificacion del género Diaphorina propuesta por Burckhardt (1994) es la siguiente: antenas
mucho mas cortas que el ancho de la cabeza, alas anteriores mas amplias en el &pice con un
patrén oscuro y puntos bien definidos, edeago con tres segmentos, metabasitarso con dos espinas
(raramente una), metatibia con una corona incompleta de espuelas apicales espaciadas de manera

uniforme.

No obstante, existen seis especies de Diaphorina que morfolégicamente son similares a D. citri,
ellas son: D. amonea, D. auberti, D. communis, D. murrayi, D. punctulata y D. zebrana (Halbert
& Manjunath, 2004).

Las especies D. amoena y D. auberti pueden separarse de D. citri por el patrén alar. Las alas
anteriores de D. communis presentan tonalidades obscuras que cubren casi la totalidad de su
superficie, lo que hace que se diferencie facilmente de D. citri. D. murrayi esta estrechamente
relacionada con D. citri, segin la descripcion original de la especie realizada en la India, pero
puede diferenciarse de esta Ultima en el patron alar ademas de que ésta tiene como Unico
hospedante a Murraya exotica L. D. punctulata también es similar a D. citri ya que ambas
especies presentan una banda oscura que flanquea el borde de las alas, y un area clara al centro
con manchas irregulares; sin embargo, la banda en D. punctulata es continua, mientras que en D.
citri se corta cerca del apice de la vena Rs (sectora del radio). Ademas, en D. punctulata el ala
tiene forma angular y el proceso genal es mas amplio y ahusado que en D. citri. D. zebrana,
posee alas alargadas por lo que puede diferenciarse facilmente del resto de las especies (Halbert
& Manjunath, 2004).

1.3 Distribucion de Diaphorina citri
El psilido asiatico de los citricos D. citri, fue descrito por primera vez en Taiwan por Kuwayama

en 1908 (Halbert & Manjunath, 2004). De acuerdo con Mead (1977) es originario del lejano

oriente y Hollis (1987) menciona que es autoctona del subcontinente indio. El psilido se registro



por primera vez como plaga importante de los citricos en la India por Husain & Nath (1927) que,
al dar a conocer el dafio que causé fueron los primeros en describir a lo que ahora se conoce
como Huanglongbing. De acuerdo con Hoffmann (1936) el primer registro de D. citri en China
fue en 1934.

El PAC actualmente esta establecido en Sur y Centro América (Cermeli et al., 2000; Halbert &
Nufiez, 2004, Villalobos et al., 2004), Florida (EUA) (Halbert & Manjunath, 2004, Halbert &
Nufiez 2004) y Meéxico (Thomas 2002, Lopez Arroyo et al. 2005 y SENASICA 2012). Este
insecto fue detectado en las areas citricolas de Florida en 1998 y en Rio Grande Valley, Texas en
2001 (Halbert & Manjunath, 2004; Halbert & Nufiez, 2004).

En México se descubrid en los citricos de Campeche en 2002 (Thomas, 2008; Lopez-Arroyo et
al., 2005). En 2003, D. citri fue reportada en los estados de Nuevo Le6n y Tamaulipas (Lépez-
Arroyo et al., 2004, 2005; Ruiz et al., 2004, 2006); mientras que en 2004 se registré en los
estados de Colima, Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco y Yucatan (Lopez-Arroyo et al., 2005).
Para 2008 se reportd en el estado de Baja California y con esto termind por invadir todas las
entidades productoras de citricos del pais (SENASICA, 2012).

Actualmente, se considera un insecto plaga con categoria cuarentenaria y esta ampliamente
establecido en las zonas citricolas del mundo (EPPO, 2005) y al igual que el HLB su presencia
esta determinada por las condiciones ambientales, disponibilidad de citricos y hospederos
susceptibles (Lopez-Arroyo et al., 2008; SENASICA, 2012). En México, desde el 2009, se tiene
registro del patégeno en 12 de los 23 estados productores de citricos del pais, aunque con una
distribucion limitada en cada estado (SENASICA, 2012).

1.4. Descripcién y Biologia de Diaphorina citri

D. citri como todos los hemipteros tiene metamorfosis incompleta, por lo que su ciclo biolégico

comprende una etapa de huevo, cinco estadios ninfales y el adulto.



La hembra oviposita en los brotes, hojas jovenes y en las axilas de las mismas (Huang et al.,
1999). Estos tienen forma oval alargada, con el apice ahusado y miden en promedio 0.3 mm de
longitud y 0.14 mm de ancho (Chavan & Summanwar, 1993; Tsai et al., 2000; Fernandez &
Miranda, 2005a).

El nimero méaximo de huevos por hembra varia de 630 a 1900 dependiendo de las condiciones
ambientales y la planta hospedante (Huang, 1990; Chavan & Summanwar, 1993; Liu & Tsal,
2000). Los huevos recién depositados son de color amarillo mate, después adquieren una

coloracion amarillo naranja y requieren de 2-4 dias para completar su maduracion.

Cuando termina el desarrollo del huevo, se rompe por la parte apical, por donde emerge una ninfa
gue se mueve por un tiempo corto para seleccionar un punto de alimentacion. Después de que la
ninfa comienza a alimentarse, pasa por otras cuatro etapas o instares ninfales de desarrollo, en
cada caso, de mayor tamafo, hasta transformarse en adulto. Las ninfas son aplanadas
dorsoventralmente, de color naranja-amarillento, sin manchas abdominales, con esbozos alares

abultados, un par de 0jos rojos compuestos y antenas de color negro (Fonseca et al., 2007).

El primer instar mide 0.30 mm de longitud y 0.17 mm de ancho con el cuerpo de color rosa claro
y un par de ojos compuestos rojos; el segundo instar mide 0.45 mm de largo y 0.25 de ancho con
eshozos alares visibles en el dorso del tdrax; el tercer instar tiene una medida de 0.74 mm de
longitud y 0.43 de ancho con los rudimentos alares desarrollados y los segmentos antenales
visibles; el cuarto mide 1.01 mm de longitud y 0.70 mm de ancho, los esbozos alares son de
mayor tamafo; el ultimo instar mide 1.60 mm de longitud y 1.02 de ancho (Tsai & Liu, 2000).
Sobre M. paniculata Nava et al. (2007) anotan que los cinco instares ninfales midieron 0.12 +
0.006; 0.18 + 002; 0.35 £ 0.03; 0.44 £ 0.01 y 0.57 = 0.04 mm, del I al V, respectivamente,
mientras que Fonseca et al. (2007) reportan longitudes de 0.35; 0.44; 0.76; 1.05 y 1.66 mm para

los cinco instares.

El adulto recién emergido presenta el cuerpo de color blanquecino, pero a medida que madura,

éste se torna de color marrén moteado, y se recubre de polvo ceroso (Fonseca et al., 2007). Las



hembras son mas grandes que los machos (Hall, 2008; Etienne et al., 2001; Fernandez &
Miranda, 2005b). La hembra adulta mide 3.1 mm, mientras que el macho 2.5 mm. Las antenas
son gruesas y presentan una seta larga y gruesa en el extremo distal. Ventralmente se distingue el
aparato bucal caracterizado por tener un estilete largo succionador de savia y se destaca la

abertura anal de gran tamafio y en forma de media luna.

El patrén de las alas anteriores consiste de un grupo de manchas marrones confluentes a lo largo
de la vena R y a lo largo del borde externo, y éstas dos areas se separan por un espacio en blanco
en la region subapical de la vena Rs (Burckhardt, 2007). Las alas posteriores son membranosas y
transparentes (Fernandez & Miranda, 2005a), delgadas y fragiles con venacién simple (Ouvrard
etal., 2010).

Es frecuente encontrar en D. citri variaciones en tamafio y color (Wenninger et al., 2009),
atribuidas, ademas de la planta hospedante, a factores abioticos como la temperatura, humedad y
precipitacion (Bomfim et al., 2011), fotoperiodo y sequia, entre otros (Hodkinson, 2009). En D.
citri se han encontrado por lo menos tres variantes en el color abdominal: gris-marrén, azul-
verdoso y naranja-amarillento, relacionados con la tasa reproductiva y la atraccion de hembras
hacia los machos. El color gris-marrén deriva de una alta poblacion en un mismo hospedante, y
los individuos presentan menor masa corporal y menor produccién de huevos, lo que significa
que pueden estar mas propensos a los cambios ambientales, asi como al ataque de enemigos

naturales.

El color azul-verdoso se relaciona con mayor presencia de carotenoides o clorofila en la
hemolinfa (Weisgraber, et al., 1971; Barbier, 1981; Jenquins et al., 1999; Wenninger et al., 2009)
lo que a su vez esté relacionado con una mayor produccion de feromona sexual, mientras que el
color naranja-amarillento se ha relacionado con una madurez sexual y reproductiva. Wenninger et
al. (2009) anotan que las hembras de color azul-verdoso son mas atractivas a los machos, en
comparacion con las hembras de coloracion marrén. En este sentido, la variacion en color se ha

descrito en numerosas especies de Sternorrhyncha, y en psilidos se asocia a formas estacionales,
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durante el invierno son més oscuros debido a la funcion de termorregulacion (Wenninger & Hall,
2008).

Generalmente los adultos estdn aptos para iniciar el cortejo a las pocas horas después de la
emergencia. Pueden vivir varios meses, copulan varias veces y las hembras son méas longevas que
los machos (Mead, 1977). El ciclo de vida de huevo a adulto puede completarse en dos o tres
semanas en climas tropicales, pero puede requerir hasta de dos meses en climas frios
(Hodkinson, 2009).

1.5. Plantas hospedantes

Los datos existentes en el Museo Nacional de Historia Britanico, indican que el hospedante
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 tipo de hospedante causa
diferentes efectos sobre el psilido, aumentando o disminuyendo las poblaciones (Tsagkarakis &

Rogers, 2008) y en pocos el desarrollo es exitoso (Baloch & Ghaffar, 1984).

La reproduccion del insecto estd determinada por la atraccion inicial del hospedante, de su
capacidad de ovipositar y de sobrevivir hasta la emergencia del adulto (Hodkinson, 2009). En
este sentido, existen factores que influyen en la preferencia del hospedante tales como la
fenologia, la cantidad de cera en la superficie de las hojas, la dureza fisica del brote, el color de la
hoja, la presencia de productos quimicos como el cariofileno y bajas concentraciones de
repelentes como los compuestos fendlicos o glucosinolatos (Moran & Brown, 1973) por lo que el
éxito en el desarrollo del psilido varia en funcion de la susceptibilidad del hospedante (Center et
al., 2007).

D. citri ha ampliado su rango de hospedantes a través de todo un proceso evolutivo, en dicho

proceso se involucra a la temperatura y la precipitacion que varian en respuesta a la latitud del

lugar, altitud y a la continentalidad. Los compuestos quimicos del hospedante han evolucionado
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por lo que debe adaptarse a los nuevos compuestos, esta coevolucidén es muy importante para la

seleccion del hospedante (Hodkinson, 2009).

En la actualidad se sabe que el rango de hospedantes de D. citri incluye principalmente a
miembros de Citrus y Murraya. Estos dos géneros son idéneos para su desarrollo durante todo el

afio y su ciclo de vida por lo general no se interrumpe (Bigornia & Obana, 1974).

En Asia, M. paniculata (L.) Jack. es el hospedante preferido; C. aurantifolia (Christm.) Swingle
y B. koenigii son buenos hospedantes ya que en ellos el desarrollo del psilido es comun; sin
embargo, en Filipinas, los adultos de D.citri son mas atraidos por Clausena anisumoleons Merrill
que en M. paniculata y en Malasia son més atraidos por B. koenigii, estas observaciones abren la
posibilidad de la existencia de biotipos de D. citri (Aubert, 1990).

C. jambhiri Lushington y C. aurantifolia se reportan como pobres hospedantes en comparacion
con la naranja dulce (C. sinensis (L.) Osbeck) (Nehru et al., 2004). La oviposicion, desarrollo y
sobrevivencia de D. citri es baja sobre C. sunki (Hayata) Tanaka y C. reshni Hort. ex Tan.
(Tsagkarakis & Rogers, 2010); incluso, el psilido evita colonizar a la naranja trifoliada (Poncirus
trifoliata L.) y no lo hace en zapote blanco (Casimiroa edulis Llave et Lex). Dado que la naranja
trifoliada hibridiza facilmente con especies de Citrus se ha propuesto como un candidato
prometedor para el mejoramiento y desarrollo de citricos que expresan resistencia parcial a D.
citri (Westbrook et al., 2011).

En China, el psilido ocurre en mas de 27 especies vegetales, de las cuales siete géneros
pertenecen a la familia Rutaceae (Atalantia, Citrus, Fortunella, Poncirus, Murraya, Clausena y
Euodia) (He, 2000, citado por Yang et al., 2006). Sin embargo, Halbert & Manjunath (2004)
citan 25 géneros de la familia Rutaceae, y anotan al zapote blanco Casimiroa edulis y al género
Zanthoxylum spp. L. como aparentes no hospedantes, originarios del hemisferio occidental, lo
que sugiere una preferencia de D. citri por las Rutaceas en el viejo mundo. Artocarpus
heterophyllus Lam. y Ficus carica L. (Rosales: Moraceae), asi como Pithecellobium lucidum

Benth. (Fabales: Fabaceae) son citados por Thomas & de Ledn (2011) como nuevos hospedantes
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del psilido. Por su parte, Ouvrard (2013) presenta una lista parcial donde solamente menciona a
los géneros Citrus, Artocarpus, Murraya, Ficus y Phitecellobium como hospedantes del PAC. En
el Cuadro 1.1 se resume la informacion disponible de los hospedantes de D. citri reportados a

nivel mundial.

1.6 Dispersion

La dispersion eficaz es un elemento clave en la vida de un psilido, independientemente del
hébitat en el que se encuentren. En insectos de vuelo limitado permite que la especie de
seguimiento al cambio de la distribucion espacial de su hospedero y/o a la disponibilidad
temporal de la fuente de alimento y explotar especies de plantas no hospedantes como sitio de
hibernacion para que pueda escapar de la competencia intraespecifica y de los enemigos naturales
(Hodkinson, 2009).

El PAC se dispersa habitualmente a distancias de 25 a 50 m (Gottwald et al., 2007); aunque tiene
la capacidad de desplazarse 100 metros en 3 dias en plantaciones de citricos abandonados (Boina
et al., 2009). Recientemente Lewis-Rosenblum (2011) mediante la técnica de inmunomarcaje
determind que la distancia de dispersion del psilido fue de 2 km en un periodo de 12 dias. Esta
distancia fue similar a la distancia maxima de dispersion (1.5 km) reportada para el psilido
africano de los citricos, T. erytreae (van den Berg & Deacon, 1988). Los adultos de D. citri tienen
un tiempo de vuelo continuo de 50 minutos y tienen la capacidad de desplazarse hasta 1,241 m

en ese tiempo (Arakawa & Miyamoto, 2007).
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Cuadro 1.1. Plantas hospedantes de Diaphorina citri.

Hospedante Familia Referencias
Aegle marmelos (L.) Corr. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Aeglopsis chevalieri Swingle Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Afraegle gabonensis Engl. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Afraegle paniculata (Schaum.) Engl. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Artocarpus heterophyllus Lamarck Moraceae | Halbert & Manjunath,
2004; Thomas & de Leon,
2011
Atalantia missionis Oliver Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Atalantia monophylla (L.) Corr. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Atalantia sp. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Balsamocitrus dawei Stapf Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citropsis gilletiana Swingle & M. Kellerman Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citropsis schweinfurthii (Engl.) Swingle & Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Kellerm.
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle Rutaceae Halbert & Manjunath,
2004; Nehru et al., 2004
Citrus aurantium L. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus deliciosa Tenore Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus depressa Hayata Rutaceae Yasuda et al., 2005
Citrus grandis (L.) Osbeck Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus hystrix DC. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus jambhiri Lushington Rutaceae Halbert & Manjunath,
2004; Nehru et al., 2004
Citrus limetta Risso Rutaceae Ortega et al., 2013; OIRSA,
2008
Citrus limon (L.) Burm. f. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus madurensis Loar. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus maxima (Burm.) Merr. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus medica L. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus meyeri Tan Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus x nobilis Lour. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus obovoidea Hort. ex Tanaka cv ‘Kinkoji’ | Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus x paradisi Macfad. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus reticulata Blanco Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus sinensis (L.) Osbeck Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Citrus spp. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Clausena anisum-olens Merrill Rutaceae Halbert & Manjunath,
2004; Aubert, 1990
Clausena excavata Burm. f. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Clausena indica Oliver Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Clausena lansium (Lour.) Skeels Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
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Continuacion del Cuadro 1.

Eremocitrus glauca (Lindley) Swingle Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Eremocitrus hybrid Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Ficus carica L. Moraceae | Thomas & de Leon, 2011
Fortunella crassifolia Swingle Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Fortunella margarita (Lour.) Swingle Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Fortunella polyandra (Ridley) Tanaka Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Fortunella spp. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Limonia acidissima L. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Merrillia caloxylon (Ridley) Swingle Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Microcitrus australasica (F.J. Muell.) Swingle | Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Microcitrus australis (Planch.) Swingle Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Microcitrus papuana H. F. Winters Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Microcitrus sp. ‘Sidney’ Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Murraya exotica L. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Murraya koenigii (L.) Sprengel Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Murraya paniculata (L.) Jack Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Naringi crenulata (Royb.) Nicholson Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Pamburus missionis (Wight) Swingle Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Pithecellobium lucidum Benth. Fabaceae Thomas & de Leon, 2011
Poncirus trifoliata (L.) Raf. Rutaceae Halbert & Manjunath,
2004; Westbrook et al.,
2011
Severinia buxifolia (Poiret) Ten. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Swinglea glutinosa (Blanco) Merr. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Toddalia asiatica (L.) Lam Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Triphasia trifolia (Burm. f.) P. Wilson Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Vepris lanceolata G. Don Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Zanthoxylum fagara (L.) Sarg. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004
Aparentemente no hospedantes Halbert & Manjunath, 2004
Casimiroa edulis Llave & Lex. Rutaceae Halbert & Manjunath,
2004; Westbrook et al.,
2011
Zanthoxylum clava-herculis L. Rutaceae Halbert & Manjunath, 2004

1.7 Factores ambientales y biologicos que determinan la abundancia de D. citri

Aurambout et al. (2009) sefialan que existen multiples factores bioticos y abioticos involucrados

en las interacciones que determinan el éxito o fracaso del desarrollo y establecimiento de D. citri
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en una region. Entre éstos, la temperatura, humedad relativa, precipitacion, hospedante (fenotipo,
genotipo, fisiologia, fotoquimica), enemigos naturales (depredadores, parasitoides, hongos
entomopat6genos) y labores agricolas (poda, fertilizacion, densidad de plantacion) que ejercen

influencia directa sobre la densidad poblacional de D. citri.

1.7.1 Temperatura

La temperatura ambiente es un factor determinante en la tasa de desarrollo de huevos y ninfas de
D. citri, ya que regula de manera potencial el nimero de generaciones al afio (Hodkinson, 2009).
De acuerdo con Atwal et al. (1968) el rango de temperatura favorable para el desarrollo del
psilido varia entre 22 y 29°C. Por su parte Liu & Tsai (2000) y Fung & Chen (2006) reportan un
rango éptimo de 25-28°C, mientras que temperaturas constantes de 16°C son detrimentales para

los adultos.

Fung & Chen (2006) sefialaron que la longevidad del adulto de D. citri en M. paniculata se
redujo de 84 dias a 20°C a 36 dias a 28°C y Liu & Tsai (2000) reportan que a 15°C el desarrollo
de huevo hasta adulto se concreta en 49.3 dias, mientras que a 28°C se logrd en s6lo 14 dias. Por
el contrario, una alta temperatura puede afectar el tamafio y la fecundidad del psilido, esto puede
explicar la presencia de bajas poblaciones con temperaturas extremas (Geiger & Gutiérrez,
2000). Xu (1985) y Xie et al. (1988) sefialan que las areas de distribucion potencial del psilido se
relacionan con los lugares donde la baja temperatura se encuentra dentro de la tolerancia de los
adultos invernantes, ya que los sitios que presentan inviernos crudos son detrimentales para el

establecimiento de las poblaciones.

D. citri es un insecto muy persistente, y sobrevive a una amplia gama de temperaturas extremas
que van desde los 45°C en climas aridos hasta los -7°C en zonas himedas subtropicales (Aubert,
1990). En China subtropical el PAC pasa el invierno como imago alargando su desarrollo hasta
tres meses y tiene la capacidad de sobrevivir a periodos cortos de frio hasta de -7°C (Xie et al.,
1990). Las ninfas se desarrollan bien durante la temporada de frio y en las primaveras himedas.
Por el contrario en las zonas tropicales la sobrevivencia de las ninfas es mas bajo, las poblaciones

de D. citri se reducen por el efecto combinado de calor y humedad (Garnier & Bové, 2000).
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En un estudio reciente realizado por Ortega-Arenas et al. (2013) en la region citricola de
Cazones, Veracruz, reportan que el descenso en la temperatura ocurrido en los meses de
diciembre a enero tuvo una repercusion negativa en las poblaciones del psilido asiatico de los
citricos. Fung & Chen (2006) sefialan que las temperaturas frias suprimen la oviposicion y

prolongan el desarrollo de los inmaduros de esta misma especie.

1.7.2 Precipitacion

La precipitacion también tiene repercusion importante en la abundancia poblacional del PAC, ya
que justo en los periodos de maxima precipitacion, las poblaciones disminuyen. En tal sentido,
Sohail et al. (2004) determinaron la existencia de correlacion negativa entre la abundancia
poblacional de D. citri y la humedad relativa. Valores de precipitacion mensual superior a 150
mm disminuyen drasticamente la densidad de ninfas y huevos, debido a un efecto de volteo por
lavado, dado que D. citri ovipone en brotes superiores de la planta, quedando las ninfas
completamente expuestas al impacto de la lluvia. Yang (1989) anota que las altas temperaturas y
elevada humedad relativa tuvieron un impacto negativo sobre las poblaciones de D. citri, en
contraste con los efectos negativos que las altas temperaturas y baja humedad tuvieron sobre el
psilido africano T. erytreae en Africa. Al respecto, Hodkinson (2009) menciona que la
combinacion de una alta temperatura y una baja humedad aletargan o bloquean el desarrollo del
psilido, lo que provoca una reduccion en la fecundidad y dispersion y un incremento en la
mortalidad. De acuerdo con Fung & Chen (2006) las temperaturas frias suprimen la oviposicion

y prolongan el desarrollo de los inmaduros.

Aubert (1987) sefiala que las poblaciones de D. citri no toleran la humedad cercana al punto de
saturacion debido a que esta situacion promueve epizootias fungales, a las cuales las ninfas son
susceptibles. Sin embargo, la alta humedad registrada en Florida no previno el alto incremento de
las poblaciones del psilido durante el verano (Hall et al., 2008). Por su parte, McFarland & Hoy
(2001) al comparar la supervivencia de D. citri y sus parasitoides Tamarixia radiata Waterson y
Diaphorencyrtus aligarhensis Shafee, Alam y Agarwal desarrollados en diferente humedad

relativa, encontraron que la sobrevivencia de ambos mostré una relacién positiva conforme se
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incremento la humedad relativa pero disminuy6 con el incremento de la temperatura desde 25 a
30°C. No obstante, observaron que en ambas temperaturas y con una humedad relativa del 75y
97 %, D. citri logro sobrevivir mas tiempo que las poblaciones de los parasitoides, 1o que sugiere

que la plaga tiene una velocidad mas baja de pérdida de agua neta.

1.7.3 Altitud

Las altas montafas tienen gran influencia en la restriccion de la diseminacion de las poblaciones
del psilido (Yang et al., 2006) ya que actian como barreras naturales para la migracion y

establecimiento de las poblaciones (Wang, 2002).

La influencia de la altitud varia en cada region. En China, el psilido generalmente se presenta en
altitudes inferiores a los 600 msnm (Xu et al., 1994) y en las regiones subtropicales normalmente
ocurre entre los 600 y 1200 msnm (Peng et al., 1996). En México, Hernandez-Guerra et al.
(2012) determinaron la presencia del psilido a diferentes intervalos de altitud en los estados de
Veracruz y Puebla. Las mayores infestaciones del psilido estuvieron presentes en los sitios de
menor altitud (20 a 150 msnm) asociados a temperaturas media anual de 25.4°C; también anotan
que las poblaciones disminuyeron a medida que la altitud aumento y la temperatura se redujo. No
se registrd la presencia del psilido en regiones ubicadas a altitudes superiores de 2200 m y con

temperaturas promedio menores a 15.2°C.

1.7.4 Periodo de brotacion

El PAC tiene preferencia exclusiva por plantas de la familia Rutaceae y su reproduccion es
dependiente de la disponibilidad de brotes jovenes pequefios u hojas tiernas recién expandidas.
Los adultos y ninfas deben alimentarse de brotes tiernos para madurar sus huevos y completar su
desarrollo (Tsai et al., 2002; Fernandez & Miranda, 2005b; Stansly & Qureshi, 2007; Qureshi &
Stansly, 2008). La produccion de brotes es influenciada por el clima, edad, variedad y fenologia
de la planta (Tsai & Liu, 2000, Medina et al., 2007) por lo que la presencia de éstos y en

consecuencia la dindmica de poblacion del PAC puede variar entre regiones, esto hace necesario
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el conocimiento particular de dichas interacciones que den pauta al disefio de estrategias de
manejo del PAC y HLB.

En el sur del pais el crecimiento vegetativo se produce durante todo el afio, mientras que en los
estados del norte como Baja California, Nuevo Leon, Sinaloa, Sonora, y Tamaulipas la
produccion de brotes es principalmente en otofio y a finales de invierno (Curti-Diaz et al., 1996).
Hall et al. (2008) mencionan que altas infestaciones de la plaga pueden presentarse siempre y
cuando existan las condiciones ambientales favorables y haya disponibilidad de brotes (Tsai &
Liu, 2000; Medina et al., 2007). Al respecto, Tsai et al. (2002) al estudiar la dindmica poblacional
de D. citri en plantaciones de M. paniculata y toronja (Citrus paradisi Macfady) encontraron que
la abundancia poblacional fue similar en ambos hospederos y sefialan que el crecimiento
continuo de los brotes producido por M. paniculata juega un papel importante en mantener altas
poblaciones de este insecto cuando no hay disponibilidad de brotes en huertos comerciales de

citricos.

En hospederos preferenciales como C. paradisi y C. sinensis cv ‘Marrs’ ocurren generalmente
mayores poblaciones debido a que presentan sincronia con los periodos de brotacién y las hojas
de estos contienen los nutrimentos esenciales que garantizan su sobrevivencia (Liu & Tsai 2000,
Hall et al., 2008, Ortega-Arenas et al,. 2013). Un alto indice de oviposicion en pomelo resulta de
la interaccion de factores fisioldgicos de la planta o factores fisicos como la dureza de la hoja, ya
que ésta es mas ondulada y pubescente, que el de otras plantas, haciendo a ésta una hospedera
mas atractiva y adecuada para la oviposicion y refugio de los insectos (Moran & Buchan 1975;
Tsai & Liu 2000), aunque Wenninger et al. (2009) sefialan que la calidad de la planta hospedante
disminuye a través del tiempo por la alimentacion continua de una alta densidad del psilido,

inyeccidén de toxinas salivales, presencia de endosimbiontes y/o predisposicion genética.
Tsai et al. (2002) y Hall (2008) sefialan que si se pudieran predecir los periodos de

brotacion/floracion por region agroecoldgica y variedad, asi como la relacion que guardan con

factores ambientales, los agricultores podrian restringir las aplicaciones de insecticidas justo
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antes del inicio de la brotacion para prevenir el crecimiento poblacional del psilido o justificar la

aplicacion de una medida de control.

Diaz-Zorrilla et al. (2011) sefialan que las brotaciones son favorecidas por las podas o condicion
climética y el periodo de brotacién dura aproximadamente 85 dias, pero son mas atractivos a D.
citri cuando estos comienzan a salir a los 15 a 21 dias, los adultos se mueven constantemente y

es un momento oportuno para controlar al psilido con algan insecticida.

El periodo de brotacién es estimulado por sefiales externas e internas como la acumulacion de
frio de invierno y la dormancia invernal, en esta época las yemas brotan en la primavera sobre
todo cuando la disponibilidad de calor y humedad son més altas. Ademas de la baja temperatura
el déficit hidrico o sequia es otro fuerte inductor de la brotacion en los citricos ya que se ha
demostrado que aumenta la relacion de brotes florales con el niamero total de flores (Southwick
& Davenport, 1986). De acuerdo con White (1969) el estrés hidrico incrementa la movilizacion

de nitrogeno soluble en las hojas lo que es ideal para el desarrollo de las ninfas.

1.7.5 Podas

La poda promueve la brotacion, afectando la fenologia y abundancia del vector, de tal manera
que los arboles jovenes tienden a brotar continuamente a lo largo de un mas amplio rango de
temperaturas, por ello el efecto térmico sobre el vector cambia de acuerdo con la edad de la
plantacion (Hall et al., 2008). La presencia de hojas maduras presentes en una rama inihiben el
crecimiento y desarrollo de los brotes por lo que al realizar una defoliacion se desinhiben las

yemas e inicia la brotacion de las mismas.

1.7.6 Fertilizacion

Las préacticas culturales como la poda, la fertilizacion y riegos estimulan la emision de brotes
vegetativos por lo que los arboles emitiran follaje nuevo después de la aplicacion de algunas de

estas practicas, independientemente de la época del afio (Robles-Gonzalez et al., 2011).
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El estado nutricional de la planta estd fuertemente asociado con la brotacion de los citricos, ya
que un alto contenido de nitrégeno incrementa el nimero de brotes en los arboles (Iglesias et al.,
2007). Por tanto, los insectos chupadores muestran respuesta positiva al nivel de nitrégeno en el
hospedante (van Emden, 1996) como la fecundidad, reproduccién, desarrollo y supervivencia

cuando se mejora el estado nutricional de plantas a traves de la fertilizacion (Wang et al., 2009).

Pfeiffer & Burts (1983) reportan que la densidad de huevos y ninfas del psilido del peral
(Cacopsylla pyricola Foerster) incrementaron rapidamente y alcanzaron altos niveles en arboles
de pera, Pyrus communis L. que recibieron aplicaciones constantes de fertilizantes nitrogenados.
Segun Albrigo (1999) la fertilizacion, en particular la nitrogenada, mejora el crecimiento de la
planta que se manifiesta en mayor produccién de brotes susceptibles de ser atacados por el

psilido.
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CAPITULO 11

MORFOMETRIA DE Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) DE SEIS RUTACEAS
EN CAZONES, VERACRUZ, MEXICO.

2.1 RESUMEN

El objetivo de este estudio fue realizar la caracterizacion morfométrica de Diaphorina citri
Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), asi como conocer si el hospedero ejerce alguna influencia
importante en la definicién de variantes especificas. Los caracteres medidos fueron la longitud
del cuerpo, longitud y amplitud de alas anteriores y procesos genales, y longitud de antenas. Los
machos y hembras se analizaron de manera independiente. Las medidas obtenidas se sometieron
a un andlisis de varianza y a un analisis de componentes principales. La mayor variacion
morfométrica y menor talla se encontré en especimenes machos colectados en hospederos no
preferenciales como Citrus limetta Risso, C. sinensis (L.) ‘Seleccion 8’ y C. paradisi Macfad. cv.
‘Rio Red’; mientras que los mas grandes y menos variables en C. sinensis (L.) Osbeck cv.
‘Marrs’, C. sinensis (L.) cv. “Valencia’ y Murraya paniculata (L.) Jack. Los caracteres con
variacion notable fueron la longitud y amplitud de las alas anteriores y de los procesos genales.
Se encontré mayor variacion morfométrica en machos que en hembras. Los resultados mostraron
que D. citri es una especie con variantes morfométricas y probablemente el hospedante posee un

efecto determinante en la definicion de caracteres.

Palabras clave: Psilido asiatico de los citricos, citricos, anomalias en alas, procesos genales
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MORPHOMETRY OF Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE) ON SIX
RUTACEAE FROM CAZONES, VERACRUZ, MEXICO

2.2 ABSTRACT

The objective of this study was to characterize Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae) morphometrically, as well to determine whether the host has a relationship to a specific
morphometric variation. The traits measured were body length, antenna length, lengths and
widths of genal processes, and forewing length and width. Females and males were analyzed
separately. The measures obtained were subjected to an analysis of variance and principal
components analysis. The greatest morphometrical variation and smallest sizes were found in
males collected from non-prefered hosts such as Citrus limetta Risso, C. sinensis (L.) ‘Selection
8’ and C. paradisi Macfad. cv. ‘Rio Red’; while, the least variations and largest sizes were found
on C. sinensis (L.) Osbeck cv. ‘Marrs’, C. sinensis (L.) cv. ‘Valencia’ and Murraya paniculata
(L.) Jack. The traits with notable variation were lengths and widths of forewings and genal
processes. Greater morphometrical variations were found in males than in females. The results
indicate that D. citri is a species with morphometrical variants and probably the host is a

determinant in the definition of characters.

Key words: Asian citrus psyllid, citrus, wing anomalies, genal processes
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2.3 INTRODUCCION

Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae), también conocido como Psilido Asiatico de
los Citricos (PAC), es considerada la plaga mas importante de los citricos en el mundo (Halbert
& Manjunath, 2004). La alimentacién tanto de ninfas como adultos en brotes jovenes causa la
distorsion y alteraciones en el crecimiento de los arboles. En infestaciones severas los psilidos
pueden matar los brotes nuevos o causar la abscision de hojas o brotes terminales (Tsai et al.,
2002; Halbert & Manjunath, 2004). Sin embargo, la mayor peligrosidad del PAC se relaciona con
su capacidad para transmitir bacterias (Candidatus Liberibacter var. asiaticus y americanus)
agentes causales de la enfermedad Huanglongbing (HLB) o enverdecimiento de los citricos
(Garnier & Bové, 2000; Halbert & Manjunath, 2004). ElI HLB es una de las enfermedades mas
devastadoras de los citricos, responsable del declinamiento y muerte de millones de arboles en el
mundo (Roistacher, 1996; Halbert & Manjunath, 2004; Bové, 2006). En México, el HLB se
detectd en julio de 2009 en huertos comerciales y de traspatio en el estado de Yucatan y de ahi se
ha dispersado a otras entidades poniendo en riesgo la citricultura del pais (SENASICA, 2012). A
diferencia del HLB, la presencia de D. citri en citricos se registrd6 en Campeche desde 2002
(Thomas, 2002; Lbpez Arroyo et al., 2005) y ahora se ha establecido e invadido todas las
entidades productoras de citricos (SENASICA, 2012). A razédn de lo anterior, se ha intensificado
la investigacion relativa a biologia, ecologia y comportamiento del psilido y la enfermedad, a fin

de entender y encontrar elementos para mejorar el muestreo y estrategias de manejo de esta

plaga.

En general, la mayoria de especies de Psylloidea mantienen una relacion estrecha y especifica
con plantas angiospermas dicotiledoneas (Hodkinson, 1988; Hollis, 2004), pero hay especies,
como D. citri, que a través del tiempo evolutivo posiblemente han modificado su fisionomia,
fisiologia y fenologia en concordancia con el hospedero y variaciones ambientales (Hollis, 1987;
Halbert & Manjunath, 2004; Hodkinson, 2009, Tsagkarakis & Rogers, 2010) para explotar un
rango de hospederas que incluyen mas de 25 especies de Rutaceae (Sapindales) asi como
Artocarpus heterophyllus Lam., y Ficus carica L. (Rosales: Moraceae) y Pithecellobium lucidum
Benth. (Fabales: Fabaceae) (Halbert & Manjunath, 2004; Thomas & de Ledn, 2011). Aunque el
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desarrollo del PAC puede ser exitoso en determinadas hospederas como Murraya paniculata (L.).
Jack (Sapindales: Rutaceae) (Tsai & Liu, 2000; Tsai et al., 2002, Ferndndez & Miranda, 2005b),
Citrus sinensis cv Mars (L.) Osbeck (Sapindales: Rutaceae) (Ortega-Arenas et al., 2013) y C.
paradisi Macfad (Liu & Tsai, 2000) o adverso en hospedantes como la mandarina Cleopatra
(Citrus reshni Hort. ex Tan) (Tsagkarakis & Rogers, 2010).

Se han reportado variaciones en tamarfio y color en especies dentro de la Superfamilia Psylloidea,
incluyendo Cacopsylla midoriae Miyatake (Inoue, 2004); C. elegans Inoue (Inoue, 2004); C.
chinensis Yang & Li (Yang et al.,, 2004); Agonoscena pistaciae Burckhardt & Lauterer
(Mehrnejad & Copland, 2005); y C. pyricola Forster (Wong & Madsen, 1967; Krysan & Higbee,
1990), asi como también en especies en la Familia Aphididae (Araya et al., 1996; Stoetzel &
Miller, 2001; Nevo & Coll, 2001; Toros et al., 2003). Esta variacion se asocia con diferentes
formas estacionales, endosimbiontes (Weisgraber et al., 1971; Jenkins et al., 1999; Svensson &
Abbott, 2005), o con formas genéticamente distintas como en los afidos (Araya et al., 1996,
Langley et al., 2006, Caillaud & Losey, 2010). EI color del cuerpo en é&fidos (Jenkins et al., 1999;
Nevo & Coll, 2001; Caillaud & Losey, 2010) y algunos psilidos como Trioza erytreae Del
Guercio (Moran, 1968) y D. citri (Wenninger et al., 2009) se ha relacionado con diferencias en
masa corporal, fecundidad y calidad de la planta hospedera. Por ejemplo, Rapisarda (1993)
encontrd concordancia entre el polimorfismo (mayor tamafio y color) y la diapausa en dos
psilidos que se alimentan de especies del género Acacia. La significancia bioldgica de las
diferencias morfolégicas no ha sido del todo entendida, porque pueden atribuirse ademas de la
planta hospedante a factores abidticos como la temperatura, humedad y precipitacién (Bomfim et
al., 2011) fotoperiodo y sequia, entre otros (Hodkinson, 2009). El hecho de que los morfos
(variantes polimorfas) difieran a veces del tipo ‘normal’ de la poblacion, ocasiond que muchos se

describiesen originalmente como especies diferentes (Mayr, 1968).

En México, asociados a citricos solo se reporta al PAC como unico vector del HLB (SENASICA,
2012); sin embargo, estudios recientes en otros paises sefialan a Cacopsylla (Psylla) citrisuga
Yang & Lien C. limon (L.) (Cen et al., 2012) y D. communis Mathur en arboles de mandarina (C.

reticulata Blanco) y hojas de curry (Bergera koenigii L.) (Donovan et al., 2011) como vectores

25



potenciales del HLB, situacion que con lleva a realizar estudios detallados de la fauna de psilidos
asociados a citricos. Por tanto, se establecié como objetivo el realizar la morfometria de D. citri
en seis rutdceas hospedantes en la region de Cazones, Veracruz, México, y explorar si el

hospedante tiene alguna repercusion importante en las variaciones morfomeétricas.

2.4 MATERIALES Y METODO

2.4.1 Ubicacion del area de estudio

La investigacion se realizo en Cazones, Veracruz en plantaciones de citricos. El clima en la
region es calido-himedo (Am) con temperatura promedio de 25°C, con abundantes lluvias en
verano, precipitacion media anual de 2000 mm y humedad relativa promedio anual de 82%. Se
localiza en la zona norte del estado, en las coordenadas 20° 42’ Ny 97° 18’ O, a 10 m de altitud.
Limita al norte con Tuxpan, al este con el Golfo de México, al sur con Papantla, al suroeste con

Poza Rica de Hidalgo y al oeste con Tihuatlan.

2.4.2 Recoleccion del material biologico

Los especimenes adultos se recolectaron mensualmente en los siguientes cultivos: 1) lima dulce
(C. limetta Risso), de 10 afios de edad, establecidos en una planicie de 2 ha donde el manejo
consistio de deshierbes quimicos y aplicaciones de fertilizantes e insecticidas; 2) Naranja Marrs
(C. sinensis L. cv. ‘Marrs’), de 12 afios, dispuestas en un lomerio de 1.7 ha, en hileras de 6 x 6 m
de distancia, y sometida regularmente a labores de deshierbe, podas de saneamiento vy
fertilizacion; 3) Naranja Valencia (C. sinensis cv. ‘Valencia’) de 15 afios, plantados en una
superficie de 3 ha en hileras de 6 X 6 m de distancia; 4) Naranja ‘Seleccion 8’ (C. sinensis
‘Seleccion 8’ ), de siete afios, dispuestos a 5 X 6 m de distancia en una planicie de 3 ha,
combinados temporalmente con maiz.; 5) Pomelo (C. paradisi Macfad cv. ‘Rio Red”) de nueve

afios, dispuestos en una planicie de 1 ha en hileras de 5 x 6 m, y sometida regularmente a labores
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de deshierbe, podas de saneamiento y fertilizacion; y 6) Murraya (M. paniculata (L.) Jack), de

seis afos, establecidas en huertos familiares y areas urbanas sin aplicacion de plaguicidas.

En cada sitio y fecha se revisaron las hojas y brotes (cuando presentes) de varios arboles o
plantas al azar, para recolectar con un aspirador bucal y/o red entomolégica a los adultos
presentes en un periodo de 30 min de bdsqueda. Los especimenes recolectados, por fecha y
hospedante, con su respectiva etiqueta, se conservaron en alcohol al 70% para su traslado al

laboratorio de Morfologia de Insectos del Colegio de Postgraduados para su procesamiento.

2.4.3 Identificacion del material biologico

La determinacion taxondmica de los ejemplares recolectados se realizO mediante las claves
dicotomicas para Psylloidea propuestas por Yang (1984) y Burckhardt (2007). Los ejemplares
estudiados se depositaron en la coleccidén de referencia de Insectos Vectores del Colegio de

Postgraduados.

2.4.4 Separacion de estructuras

Para realizar la caracterizacion morfométrica de los psilidos cada insecto se disecté bajo un
microscopio estereoscépico para separar las alas y antenas, mismas que fueron colocadas
individualmente en tubos eppendorf de 0.2 mL que contenian alcohol al 70%. Después se
realizaron montajes en portaobjetos, con gel para el cabello y glicerina, para evitar
deshidratacion, de series representativas de antenas, alas y cuerpo para realizar tomas
fotograficas por espécimen de cada estructura (alas y arreglo de espinulas, antenas, conos genales

y terminalia). Después de la toma fotografica, cada estructura fue devuelta al tubo respectivo.

2.4.5 Caracteres morfologicos evaluados

Se seleccionaron un total de seis caracteres morfologicos para determinar la presencia de

variacién morfométrica entre los adultos (Hollis, 1987). La medicion de las estructuras de interés
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se realiz6 con la ayuda del programa Image Tool version 3 (Wilcox et al., 2002). La longitud del
cuerpo (LC) de los machos se midio del apice del proceso genal hasta la parte terminal de la
placa subgenital y el de las hembras del apice del proceso genal hasta la parte distal del
proctigero. La longitud de las alas (LA) se midio desde la parte basal hasta la parte distal del ala'y
para la amplitud (AA) se considerd la parte mas ancha. La longitud de los procesos genales
(LPG) se midid de la base al apice del cono y la amplitud (APG) se midio a la mitad del proceso
genal, considerando la parte méas ancha. La longitud de las antenas (ANT) se midié desde el

escapo hasta la parte distal del flagelo (Fig. 2.1).

2.4.6 Analisis estadistico

Durante todo el afio se colectd un total de 4,719 adultos (1,725 machos y 2,994 hembras). Se
estandarizo el tamafio de la muestra para el andlisis estadistico por lo que se consideraron 88
machos y 124 hembras de cada especie de rutaceae, por tanto, se analiz6 el 27% de los adultos de
la coleccion total anual del psilido. Las estructuras de machos y hembras se analizaron de manera

independiente ya que un analisis preliminar mostro diferencias entre sexos.

Los datos morfométricos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y cuando se
presentaron diferencias significativas se realizd una comparacion de medias con la prueba de
Tukey (p<0.05). Adicionalmente, para definir cudles de los seis caracteres estudiados aportaban
la mayor variabilidad, se realiz6 un analisis multivariado de componentes principales (ACP)
usando la matriz de correlacién mediante la asistencia del programa Minitab version 15 (Minitab
Inc., 2007).

2.5 RESULTADOS

De acuerdo a las claves utilizadas, todos los especimenes recolectados en los seis hospedantes de
la region de Cazones, Veracruz, correspondieron a D. citri, en los que se corroboraron las

caracteristicas distintivas de esta especie como son: procesos genales 1.0 veces mas largo que el
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vértex a lo largo de la linea media, delgado; patron de las alas anteriores consistente en un grupo
de manchas marrones confluentes a lo largo de la vena R y a lo largo del borde externo, y estas
dos areas bien separados por un espacio en blanco de la region subapical de la Rs, y la membrana

blanquecina; el flagelo antenal de color marron oscuro a negro (Burckhardt, 2007).

Figura 2.1 Estructuras medidas en ejemplares de Diaphorina citri recolectados en Cazones,
\eracruz, México. A) Longitud del cuerpo del macho, B) Longitud del cuerpo de la hembra, C)
Longitud y amplitud del ala anterior, D) Longitud y amplitud de los procesos genales y E)
Longitud de la antena.

El psilido estuvo presente durante todas las recolectas realizadas en los diferentes hospedantes.
Las poblaciones més altas del psilido se registraron en M. paniculata y C. sinensis cv ‘Mars’
mientras que en la lima C. limetta y naranja C. sinensis cv ‘Seleccion 8’ la abundancia fue menor
(F=10.07, GL=5 p< 0.01 para los machos y F= 3.83, GL=5 p< 0.01 para las hembras) (Fig. 2.2).
La poblacion disminuyo considerablemente en los meses de agosto a diciembre debido a la
intensa precipitacion que se presentd durante el verano extendiéndose hasta principios de 2011
(SMN, 2012).
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Cabe mencionar que las muestras presentaron ejemplares con anomalias. De éstos, 2.65%
correspondi6 a machos y 1.9% a hembras con venacion alar que diferia a la venacion tipica de la
especie, ademas de patrones de maculacion y forma y tamafio de procesos genales diferentes al
referente registrado en la mayoria de los especimenes recolectados (Figs. 2.3 y 2.4). También se
observaron diferencias en el color abdominal que variaron en el gris-marrén, azul-verde y

naranja-amarillo.

El analisis de los resultados se realizdé tomando como referencia a los individuos recolectados en
M. paniculata por ser el hospedante original y preferencial del PAC y de esa forma observar si

existen variantes morfologicas en los demés hospedantes.

100 - m Machos @ Hembras

90 - A
80 - AB

60 -
50 -

Media mensual por hospedante
|

20 B b b
10 b

Lima Mars Murraya Pomelo Sel. 8 Valencia

Figura 2.2 Media mensual de adultos de Diaphorina citri recolectados por hospedante en
Cazones, Veracruz, México. Las barras representan al error estdndar de la media. Las literales en
minudscula representan a la comparacion de medias entre los machos y las literales en mayuscula
a la comparacion de medias de las hembras.
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Figura 2.3 Variantes morfométricas de las alas anteriores encontradas en Diaphorina citri. A)
Venacidn tipica del ala anterior. B) Macho recolectado en lima, venas Rs y M interrumpidas por
venas transversales. C) Hembra recolectada en lima, venas transversales adicionales. D) Macho
recolectado en naranja cv ‘Valencia’, vena Ms.4 ausente. E y F) Machos recolectados en murraya,
venas transversales adicionales. Escala: 1 mm.

Figura 2.4 Variantes morfométricas de los procesos genales encontrados en Diaphorina citri. A)
Macho recolectado en naranja cv. ‘Valencia’, procesos genales conicos con apices redondeados.
B) Macho recolectado en naranja ‘Seleccion 8°, procesos genales conicos. C) Macho recolectado
en naranja ‘Seleccion 8’, procesos genales parcialmente separados. D) Macho recolectado en
lima, procesos genales fuertemente separados. Escala: 500 pum.
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El andlisis de varianza indicé diferencias significativas respecto a las variables observadas
(F=16.99 GL= 5 p < 0.0001). En general, las hembras fueron mas grandes que los machos en
todos los caracteres medidos (Cuadro 2.1). En los machos, se observaron diferencias estadisticas
significativas en cada una de las variables observadas con respecto al hospedante (p<0.05). La

longitud del cuerpo de los machos (LC) tuvo valores similares en los diferentes hospedantes
(Tukey p < 0.05). En promedio, la LC de los machos fue (i: 2.46, SE=0.020). Pomelo fue el

hospedante con las medidas mas pequefias (X= 2.34 + 0.018 EE), pero estos no fueron
significativamente inferiores con los de lima. Los machos con la LC maés grande lo presentaron
los especimenes de naranja ‘Mars’ y naranja ‘Valencia’, pero no fueron significativamente mas

grandes que los de murraya y naranja ‘Seleccion 8’ (Tukey p< 0.05).

La amplitud de alas (AA) fue similar en los machos colectados en lima, naranja cv ‘Mars’, y
pomelo. La AA més angosta se encontraron en murraya y estos fueron estadisticamente diferentes
de los machos de naranja 'Seleccion 8'y naranja 'Valencia'. La longitud del ala (LA) fue diferente
en cada hospedante, de manera similar con la AA; la diferencia principal fue que la LA de
murraya y naranja cv. ‘Marss’ fueron los més pequenos. Las alas mas grandes lo presentaron los
colectados en lima y naranja ‘Valencia’, pero no fueron estadisticamente mas grandes que los de

naranja ‘Seleccion 8’ (Cuadro 2.1).

En pomelo se registraron los individuos con la mayor longitud y amplitud de los procesos
genales, y estos difirieron estadisticamente con los de lima, que fueron los mas pequefios. Las
antenas de los machos fueron mas grandes en naranja cv. ‘Valencia’, no fueron estadisticamente
mas grandes que los de naranja ‘Seleccion 8’ pero si fueron significativamente mas pequefios que

los de murraya (Cuadro 2.1).

En la comparacion de medias de hembras, también se observaron diferencias estadisticas
significativas por hospedante en relacion a todas las variables consideradas en este estudio (p <
0.05). En el tamafio de la longitud de cuerpo (LC) de las hembras de lima, pomelo y naranja cv

‘Valencia’ se observan diferencias estadisticas significativas con respecto a la LC mas grande que
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se encontrd en naranja cv. ‘Valencia’ y con pomelo que presentd la LC menor. Sin embargo, la

LC de naranja cv. ‘Valencia’ no fue estadisticamente mayor que naranja cv. ‘Marrs’ (Cuadro 2.1).

La amplitud de alas (AA) de las hembras de murraya y pomelo fueron significativamente las mas
angostas. La AA mas grande se presentd en las hembras de naranja ‘Seleccion 8’, pero €stas no
fueron significativamente mas amplias que las de lima. La longitud de alas (LA) mayor lo
presentaron las de lima, aunque no fueron estadisticamente méas grandes que las de naranja
‘Seleccion 8’ o naranja ‘Valencia’. Las alas mas pequenas fueron para las hembras de murraya,

pero no fueron estadisticamente mas cortas que las de pomelo o naranja ‘Marrs’ (Cuadro 2.1).

La longitud de los procesos genales mas grandes lo presentaron las hembras de lima y naranja
‘Seleccion 8, pero no fueron estadisticamente mas grandes que las de pomelo, naranja ‘Marrs’ y
naranja ‘Valencia’. La amplitud de los procesos genales fue mayor en las hembras de naranja
‘Marrs’, pero no fueron estadisticamente mas amplios que los de lima, pomelo y naranja
‘Seleccion 8°. Los procesos genales de las hembras mas angostos fueron las de murraya, pero no
fueron significativamente mas estrechos que los de lima, pomelo y naranja ‘Seleccion 8’. La
longitud de las antenas de mayor tamafio fue para las hembras de naranja ‘Valencia’ y naranja
‘Seleccion 8’, pero éstas no fueron significativamente méas grandes que las de lima o pomelo.
Las antenas mas cortas se encontraron en las hembras de murraya, sin ser estadisticamente mas

pequefias que las lima y naranja ‘Marrs’ (Cuadro 2.1).

Para conocer el grado de asociacion entre las seis variables evaluadas, fue necesario realizar la
matriz de correlacion de Pearson. El resultado indicd que en ambos sexos existe una alta
correlacion positiva entre las variables longitud de ala (LA) y amplitud de ala (AA), lo que indica
que a mayor longitud de ala, mayor amplitud de la misma o viceversa. Asi mismo, se observo

correlacion positiva entre la amplitud y longitud de los conos genales (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.1. Medidas promedio de seis caracteres morfologicos (mm) (media + error estandar)
en machos y hembras de Diaphorina citri recolectados en diferentes hospedantes
rutaceas en Cazones, Veracruz, México.

Machos

Variable ) ¢a AA LA LPG APG ANT
Hospedante
Lima 2.425+0.01 bc” 0.907+0.004 ab 2.157+0.009 a 0.135+0.002 b 0.103+0.001 ¢ 0.504+0.002 bc
Mars 2.509+0.01 a 0.900+0.004 ab  2.105+0.008 ¢ 0.142+0.001ab  0.110£0.001 ab 0.499+0.002 ¢
Murraya 2.453+0.01 ab 0.890+0.004 b 2.091+0.007 ¢ 0.137+0.001 ab 0.107+0.008 abc 0.489+0.002 d
Pomelo 2.342+0.01 c 0.896+0.004 ab  2.108+0.008 bc 0.143+0.001 a 0.112+0.001 a 0.506.002 bc
Sel. 8 2.451+0.02 ab 0.911+0.003 a 2.141+0.006 ab 0.137+0.002 ab 0.106+0.001 bc 0.510+0.002 ab
Valencia 2.493+0.02 ab 0.908+0.004 a 2.148+0.008 a 0.142+0.001ab  0.110£0.001 ab 0.517+0.002 a

Hembras
Lima 2.795+0.01 c 0.971+0.003ab  2.27240.006 a 0.153+0.001 a 0.116+0.001 ab 0.506+0.002 abc
Mars 2.886+0.01 ab 0.957+0.004 bc ~ 2.232+0.008 bcd 0.149+0.001ab  0.117%0.009 a 0.500+0.004 bc
Murraya 2.76610.01 c 0.955+0.003 ¢ 2.223+0.007 d 0.145+0.001 b 0.113+0.001 b 0.496+0.002 c
Pomelo 2.674+0.01d 0.953+0.004 ¢ 2.225+0.008 cd 0.150+0.001ab  0.116+0.001 ab 0.509+0.002 ab
Sel. 8 2.823+0.02 bc 0.972+0.003 a 2.261+0.006 ab 0.150+0.001 a 0.113+0.001 ab 0.515+0.001 a
Valencia 2.953+0.02 a 0.967+0.003 bc  2.252+0.005 abc 0.148+0.001ab  0.117%0.008 a 0.517+0.002 a

#Caracteres morfoldgicos: LC= Longitud de cuerpo, AA= Ancho de alas, LA= Longitud de alas,
LPG= Longitud de los procesos genales, APG= Ancho de procesos genales, ANT= Longitud de

antenas.

Medias con la misma literal dentro de cada variable son estadisticamente iguales (Tukey,

p=<0.05).
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Cuadro 2.2 Matriz de correlacion de Pearson de seis caracteres morfoldgicos de machos y
hembras de Diaphorina citri recolectados en diferentes hospedantes rutaceas en
Cazones, Veracruz, México.

Machos
Variables LC AA LA LPG APG ANT
LC? 1 0.082 -0.010 0.175 0.172 -0.093
AA 0.082 1 0.678 0.107 0.046 0.158
LA -0.010 0.678 1 0.062 -0.025 0.258
LPG 0.175 0.107 0.062 1 0.592 0.006
APG 0.172 0.046 -0.025 0.592 1 -0.046
ANT -0.093 0.158 0.258 0.006 -0.046 1
Hembras
Variables LC AA LA LPG APG ANT
LC 1 0.061 0.078 0.071 0.101 0.131
AA 0.061 1 0.505 0.052 -0.038 0.203
LA 0.078 0.505 1 0.055 -0.035 0.099
LPG 0.071 0.052 0.055 1 0.417 -0.02
APG 0.101 -0.038 -0.035 0.417 1 0.005
ANT 0.131 0.203 0.099 -0.02 0.005 1

#Caracteres morfoldgicos: LC= Longitud de cuerpo, AA= Ancho de alas, LA= Longitud de alas,
LPG= Longitud de procesos genales, APG= Ancho de procesos genales, ANT= Longitud de
antenas.

El andlisis de componentes principales (ACP) indicdé que la longitud de cuerpo, longitud y
amplitud de alas y la longitud y amplitud de los procesos genales aportaron mayor variabilidad,
excepto la longitud de las antenas (Cuadro 2.3). En el primer componente (CP1) las variables
determinantes fueron la amplitud y longitud de alas para ambos sexos, lo cual puede interpretarse
como un indice de alas; para el componente dos (CP2) fueron la amplitud de los procesos genales
y la longitud de los mismos para ambos sexos, por lo que puede interpretarse como un indice de
tamano de los procesos genales; finalmente el tercer componente principal, muestra un indicador
de la longitud del cuerpo. Conjuntamente los componentes explican el 74.5% del total de la
variabilidad en los machos y 68.3% en las hembras, resultado que indica que los machos
presentan mayor variabilidad que las hembras. El analisis de las variables morfométricas en

machos, mostré valores atipicos en los parametros evaluados en los individuos, estas diferencias
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ocurrieron principalmente en lima y naranja ‘Seleccion 8’ (Fig. 2.5). El anélisis de las variables
morfométricas en hembras, mostro valores atipicos en los parametros evaluados, solo que a
diferencia de los machos los individuos distintos fue menor, estas diferencias se presentaron en

hembras colectadas en naranja cv ‘Mars’, pomelo y murraya (Fig. 2.6).

Cuadro 2.3. Variabilidad estadistica por cardcter morfoldgico de machos y hembras de
Diaphorina citri recolectados en diferentes hospedantes ruticeas en Cazones, Veracruz,

México.
Machos
Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
LC? 0.156 0.316 0.685 0.634 0.000 -0.069
AA 0.599 -0.244 0.243 -0.214 -0.108 0.682
LA 0.583 -0.336 0.102 -0.163 0.044 -0.713
LPG 0.357 0.547 -0.253 -0.081 0.707 0.059
APG 0.286 0.594 -0.243 -0.114 -0.696 -0.098
ANT 0.262 -0.275 -0.582 0.711 -0.053 0.094
Valor propio 1.8362 1.6545 0.9813 0.8171 0.4037 0.3073
Proporcion 0.306 0.276 0.164 0.136 0.067 0.051
Acumulada 0.306 0.582 0.745 0.882 0.949 1.000
Hembras

Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6
LC 0.247 -0.190 0.676 0.662 0.057 0.061
AA 0.636 0.173 -0.217 -0.027 -0.044 0.718
LA 0.608 0.157 -0.312 0.209 -0.122 -0.67
LPG 0.187 -0.652 -0.22 -0.089 0.695 -0.035
APG 0.094 -0.691 -0.035 -0.139 -0.702 0.025
ANT 0.348 0.081 0.59 -0.7 0.071 -0.171
Valor propio 1.6272 1.4383 1.0301 0.8529 0.5697 0.481
Proporcion 0.271 0.24 0.172 0.142 0.095 0.080
Acumulada 0.271 0.511 0.683 0.825 0.92 1.000

#Caracteres morfoldgicos: LC= Longitud de cuerpo, AA= Ancho de alas, LA= Longitud de alas,
LPG= Longitud de procesos genales, APG= Ancho de procesos genales, ANT= Longitud de
antenas.
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Figura 2.5 Dispersion de caracteres morfologicos de machos de Diaphorina citri determinada
por el primer y segundo componente principal en ejemplares recolectados en diferentes
hospedantes rutaceas en Cazones, Veracruz, México.
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Figura 2.6. Dispersion de caracteres morfologicos de hembras de Diaphorina citri determinada
por el primer y segundo componente principal en ejemplares recolectados en diferentes
hospedantes rutaceas en Cazones, Veracruz, México.
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En términos generales, en ambos sexos, se observo que las variables determinantes para realizar
la caracterizacion morfométrica de D. citri fueron la longitud y amplitud de las alas y la longitud
y amplitud de los procesos genales y los hospedantes que presentan a los individuos con mas

variabilidad morfométrica fueron lima y naranja ‘Seleccion 8’.

2.6 DISCUSION

Los resultados de este estudio revelan la presencia de variantes morfométricas en D. citri lo cual
muy posiblemente esta determinado por la planta hospedante, aunque pueden atribuirse también
a factores abidticos como la temperatura, precipitacién, humedad relativa, entre otros (Garcia-
Barros, 1999; Bomfim et al., 2011). Berlocher & Feder (2002) mencionan que dichas cambios
pueden originarse como consecuencia de la migracion de una plaga, ya que tienen que adaptarse

al cambio geografico o a un nuevo hospedante.

Los hospedantes donde se recolectaron los individuos con mayores variantes morfométricas
fueron C. limetta y C. sinensis cv ‘Seleccion 8’. Dicha variabilidad fue mas evidente en los
machos. Hodkinson (2009) sefiala que algunas especies de psilidos muestran polimorfismo en
ciertas estaciones del afio como parte de su ciclo de vida; este polimorfismo involucra diferencias
en color o tamafio y puede manifestarse en variaciones en la forma y venacion de las alas,
presencia o intensidad del patron de coloracion de las alas anteriores, distribucion y densidad de
las espinulas de las alas, y ligeros cambios en la forma de la terminalia, coloracion del cuerpo, y
la longitud de la antena, asi como los segmentos de la misma. Cabe mencionar que en los
ejemplares recolectados en el presente estudio los cambios morfométricos mas evidentes se
manifestaron en la venacion alar; 2.65% en machos y 1.9% en hembras. Sin embargo, estas
variaciones en la venacion alar pueden atribuirse a las condiciones de estrés ambiental que
conduce a alteraciones en el desarrollo normal (Badyaev, 2005) y que podria implicar la
temperatura (Santos et al., 2006) y una posible relacion entre la hibridacion interespecifica y a la

asimetria fluctuante (Rego et al., 2006).
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También se observaron variaciones en el color abdominal (gris-marrén, azul-verde y naranja-
amarillo) las cuales probablemente, como lo anotan Wenninger et al. (2009) estan relacionados
con la reproduccion, atraccion, fecundidad y la calidad de la planta hospedante. Varios autores
sefialan que el color gris-marrdn resulta de una alta poblacion en un mismo hospedante, y el azul-
verde por la presencia de carotenoides presentes en la hemolinfa (Weisgraber et al., 1971,
Jenquins et al., 1999, Wenninger et al., 2009) o a la acumulacion de clorofila (Barbier, 1981).
Aunque Wenninger & Hall (2008) anotan que las variaciones en color de formas genéticamente
distintas o estacionales. Caillaud & Losey (2010) demostraron en el afido Acyrthosiphon pisum

Harris la existencia de determinismo genético para el polimorfismo en color.

Hollis (1987) sefiala que el hospedante original de D. citri fue una especie de Murraya, pero que
el psilido se adaptd a otras rutaceas, permitiéndole desarrollarse con éxito en C. sinensis y C.
paradisi (Tsai & Liu, 2000) aunque dicha adaptacion trajo consigo cambios en la talla de los
organismos derivados de la calidad de los nutrientes de la planta hospedante (Moran, 1968). Esta
hipotesis fue sustentada por Lowe (1967) quien encontrd crecimientos diferenciales del pulgén
Aulacorthum solani Kaltenbach dependiendo del sitio de alimentacién, incluso dentro de la

misma hoja.

Las diferencias morfométricas en los individuos recolectados en C. limetta y C. sinensis cv
‘Seleccion 8’ sugieren una adaptacion a nuevos hospedantes, como lo comprobd Moran (1968) al
encontrar que T. erytreae se desarroll6 mejor sobre sus hospedantes originales Vepris undulata
Verdoorn & C. A. Sm. y Clausena anisata Willd, que en C. limon, ya que el psilido tuvo que

readaptarse a este Gltimo hospedante cuando se introdujeron los citricos en el sur de Africa.

En este estudio fue evidente que D. citri es una especie con variaciones morfométricas, por lo
que puede atribuirse a su adaptacion a la region de estudio como consecuencia del aislamiento
geografico de su centro de origen y que el hospedante podria tener repercusiones sobre la
variacion de D. citri. M. paniculata y C. sinensis cultivar ‘Mars’, fueron los hospederos que
soportaron las poblaciones mas altas, aspecto que coincide con varios autores quienes comentan

que ello se debe a que dichas rutaceas presentan un crecimiento continuo de brotes y emision de
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hojas nuevas que son fuente de alimento y oviposicion para el psilido (Tsai et al., 2002; Skelley
& Hoy, 2004; Yasuda et al., 2005; Fernandez & Miranda, 2005b, Ortega-Arenas et al., 2013). Por
su parte Teck et al. (2011) relacionan la abundancia poblacional con las caracteristicas
fisioldgicas de la planta debido a que las hembras prefieren hojas suaves para la oviposicion y de
esa forma producir mas generaciones al afio con un ciclo de vida mas corto que en otros
hospederos. En contraste con lo anterior, en los arboles de C. limetta, C. sinensis cv ‘Seleccion 8’
y C. paradisi la densidad de adultos fue baja a pesar de la disponibilidad de brotes (Ortega-
Arenas et al., 2013). La no preferencia para C. sinensis cv ‘Seleccion 8’ se atribuye a que es un
cultivar tardio, ademas de que presenta hojas grandes de color oscuro de apariencia seca y
marchita, poco atractivas para el insecto. Al respecto White (1970) anota que las hojas maduras
no son una fuente alimenticia de calidad ya que los nutrientes solubles no estan disponibles, en
particular los aminoécidos, y en consecuencia la reproduccion disminuye, el desarrollo se alarga
y la esperanza de vida se acorta. Esta aseveracion también coincide con Moran (1968) y
Tsagkarakis & Rogers (2010) quienes anotan que las diferencias en tamafio y duracion del
desarrollo de T. erytreae fueron reflejo de simples cambios en las propiedades nutricionales de

las plantas.

La planta hospedante tiene un marcado efecto en la fenologia del psilido, lo cual finalmente
origina cambios en la talla de los insectos. En hospederos preferenciales como C. paradisi y C.
sinensis cv ‘Marrs’ ocurren generalmente mayores poblaciones debido a que presentan sincronia
con los periodos de brotacién y las hojas de estos contienen los nutrimentos esenciales que
garantizan su sobrevivencia (Liu & Tsai, 2000; Hall et al., 2008; Ortega-Arenas et al., 2013). Un
alto indice de oviposicion en pomelo resulta de la interaccion de factores fisioldgicos de la planta
o factores fisicos como la dureza de la hoja, ya que ésta es mas ondulada y pubescente, que el de
otras plantas, haciendo a ésta una hospedera mas atractiva y adecuada para la oviposicion y
refugio de los insectos (Moran & Buchan, 1975, Tsai & Liu, 2000), aunque Wenninger et al.
(2009) sefialan que la calidad de la planta hospedante disminuye a través del tiempo por la
alimentacion continua de una alta densidad del psilido, inyeccion de toxinas salivales, presencia

de endosimbiontes y/o predisposicion genética.
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En general, las hembras fueron mas grandes (X = 2.81mm = 0.019 EE) que los machos (iz

2.45 mm = 0.020 EE), aspecto que coincide con lo reportado por varios autores en diferentes
paises como Argentina (3.3 mmy 2.7 mm) (Hall, 2008), Isla Reunion (2.8 a 3.2 mm) (Etienne et
al., 2001), Cuba (2 a 3 mm) (Fernandez & Miranda, 2005a) y Venezuela (3.1 y 2.5 mm) (Fonseca
et al., 2007); sin embargo, difieren de lo registrado por Mathur (1975) y la EPPO (2005) quienes

reportan una longitud menor tanto para machos (1.53 -1.7) como para hembras (2.06 - 2.4 mm).

La diferencia en la talla de los machos respecto a las hembras se atribuye a que éstos son méas
activos que las hembras y en consecuencia el gasto energético por unidad de peso corporal es mas
alto. Segun Hodkinson (2009) existe una relacion negativa entre la respiracion y la masa
corporal, lo que indica que las especies mas pequefias tienden a ser menos eficientes para respirar
que las mas grandes y en consecuencia tienen una talla menor. Por el contrario, la mayor masa
corporal y talla en las hembras se relaciona, al menos en parte, con una mayor ingesta de

alimento y produccion de huevos (Wenninger et al., 2009).

La mayor talla corporal también estuvo relacionada con una mayor longitud de las alas anteriores
(LA'y AA) y sexo. En general en las hembras la LA y AA fue mayor (i: 2.24 mm £ 0.007 EE y

0.96 mm + 0.003 EE) que en los machos (i: 2.12 + 0.008 EE y 0.90 mm + 0.004 EE) resultado
que coincide con Mathur (1975) y Chetry et al. (2012) quienes reportan una medida promedio de
2.17 mm para LAy 0.84 mm para AA; aunque sefialan que pueden existir ligeras variaciones en

funcién de factores ambientales diferenciales.

Existe una relacién funcional entre el tamafio corporal, la frecuencia del batido de las alas y
caracteristicas morfoldgicas de las mismas; a mayor tamafio corporal corresponden alas con
mayor superficie pero con movimientos mas lentos (Garcia-Barros, 1999). La mayor talla
corporal y mayor longitud de alas en hembras esta relacionada con un incremento en la actividad
de vuelo de éstas en busqueda de brotes para ovipositar, lo cual se restringe a horas de mayor
luminosidad (Aubert & Quilici, 1988; Halbert & Manjunath, 2004; Wenninger & Hall, 2007). El
movimiento del psilido es comin durante todo el dia; sin embargo, esta actividad se acrecienta

durante las horas mas calidas, cuando no hay presencia de viento o en las tardes soleadas entre
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las 4 a 6 pm (Aubert & Hua, 1990). Investigaciones en Florida indican que un bajo nimero de
psilidos rutinariamente se dispersa de los citricos a distancias de 8 a 60 m, pero también hay
evidencia de que ocurren migraciones masivas ocasionales (Hall et al., 2008). Aunque es dificil
precisar la relacion entre disefio, o proporcion y talla, y su relacion con fecundidad Garcia-Barros
(1999) anota que la manera en que uno o0 varios caracteres se combinan y expresan constituye el

sustrato de la seleccion natural.

El analisis de componentes principales en este estudio, muestra que la longitud de las antenas no
fue determinante para diferenciar a los machos de las hembras, y fue similar en todos los
ejemplares recolectados en los diferentes hospedantes; sin embargo, estos 6rganos son esenciales
durante el apareamiento, localizacion y eleccion del hospedante (Moran & Brown, 1973). Garcia-
Barros (1999) afirma que existe una relacién funcional de tamafio del cuerpo de adultos y las
caracteristicas morfoldgicas del ala: cuanto mayor sea el tamafio del cuerpo, mayor es el area de
superficie del ala; sin embargo, los movimientos son lentos. La funcion de los procesos genales
no se conoce con precision al respecto, Kristoffersen (2006) indica que la proximidad de tales
estructuras con los l6bulos antenales sugiere que los procesos genales probablemente tengan una
funcidn olfativa, y que esto puede tener un impacto significativo en la localizacion del

hospedante.

2.7 CONCLUSIONES

Se concluye que D. citri en la region de Cazones, Veracruz, México es una especie con
variaciones morfométricas y probablemente el hospedante posee un efecto determinante en la
definicion de caracteres. La mayor variacion morfométrica y menor talla se encontrdé en
especimenes machos colectados en hospederos no preferenciales como C. limetta Risso, C.
sinensis (L.) ‘Seleccion 8’ y C. paradisi Macfad. cv. ‘Rio Red’; mientras que los mas grandes y
menos variables en C. sinensis ‘Marrs’, C. sinensis (L.) cv. ‘Valencia’ y M. paniculata. Los
caracteres con variacion notable fueron la longitud y amplitud de las alas anteriores y de los

procesos genales. Se encontré mayor variacién morfométrica en machos que en hembras.
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CAPITULO 111

CARACTERIZACION MOLECULAR DE Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE)
DE RUTACEAS EN CAZONES, VERACRUZ, MEXICO

3.1 RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue conocer la diversidad genética de Diaphorina citri en Cazones,
Veracruz, en poblaciones de insectos recolectados en seis hospedantes citricos, mediante el uso
de una regioén del marcador genético mitocondrial Citocromo oxidasa subunidad 1 (COIl)
utilizando los oligonucleotidos: Cl-J-1718 (forward) 5f-
GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3'f y C1-N-2191 (reverse)
5 FCCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3f. Para complementar el trabajo se incluyeron
muestras de Lépez-Pifion et al. (2012) de los estados de Nuevo Ledn, Michoacan, Veracruz y
Yucatan recolectados en diferentes hospedantes citricos, asi como a Bactericera cockerelli Sulc
como grupo externo. A partir del alineamiento de las secuencias del ADN mitocondrial, los
resultados indicaron la presencia de un solo haplotipo (H1) presente en la region de estudio. No
se obtuvo variacion genética en las secuencias de las poblaciones en relacion con el hospedero,
sexo de los ejemplares y fecha de colecta. Se confirma que D. citri es la Gnica especie asociada a

citricos en la region.

Palabras clave: Citocromo de oxidasa subunidad I (COIl), haplotipo, psilido asiatico.
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Diaphorina citri (HEMIPTERA: LIVIIDAE)
OF HOST RUTACEAES FROM CAZONES, VERACRUZ, MEXICO

3.2 ABSTRACT

The objective of this study was to know the genetic diversity of Diaphorina citri in Cazones,
Veracruz, in insect populations collected in six rutaceous host species; it was used a
mitochondrial cytochrome oxidase subunit | (COI) using the universal primers: CI-J-1718
(forward) 5f- GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3f y C1-N-2191 (reverse)
5 FCCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3'f. To complement the work there were included
samples from Lopez-Pifidn et al. (2012) from of the following states: Nuevo Leon, Michoacan,
Veracruz and Yucatan. The insect material was collected in different rutaceous host species as
well as Bactericera cockerelli Sulc as outgroup. From the alignment of the sequences of
mithocondrial DNA, the results indicated the presence of only one haplotype (H1) present in the
study area. No genetic variation was obtained in the sequences of populations in relation to the
host species, sex of the specimens, and date of collect. It is confirmed that D. citri is the only

species associated with citrus in the region.

Key words: Cytochrome oxidase subunit I (COI), haplotype, Asian citrus psyllid
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3.3 INTRODUCCION

El Psilido Asiatico de los Citricos (PAC), Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae)
posee un rango restringido de plantas hospederas que incluye a plantas de la familia Rutaceae,
particularmente del género Citrus y Murraya siendo éste Ultimo el huésped preferencial
(Chakraborty et al., 1976) y original de D. citri (Hollis, 1987). Las variaciones de D. citri en
diferentes hospedantes pueden ocasionar un marcado efecto en el desarrollo, longevidad y
reproduccion del psilido (Tsai & Liu, 2000), aunque dicha adaptacion esta relacionada con la
calidad de los nutrientes del hospedante. Se han reportado variaciones en tamafio y color dentro
de la especie que difieren del tipo ‘normal’ de la poblacion (Wenninger et al., 2009) lo cual

sugiere la probable existencia de haplotipos y/o especies diferentes.

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 sélida en hipotesis de tipo filogenética, con el propdsito de
determinar especies, 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
morfol6gicamente similares, ademas, de utilizarse en la determinacion geografica del origen de
las especies invasoras, como es el caso de D. citri (Avise, 2000; Roderick & Navajas, 2003;
Brown, 2004; Roderick, 2004; de Ledn et al., 2006, 2008; Triapitsyn et al., 2008). Aun cuando
Boykin et al. (2007) evaluaron la diversidad alélica de 288 individuos de D. citri de Florida,
Texas y Brasil por medio de microsatélites polimoérficos, no encontraron diferencias
significativas entre alelos, afios méas tarde, los mismos autores, al analizar mediante citocromo
oxidasa mitocondrial 1 (COI), 212 individuos provenientes de 52 colecciones de 15 paises,
registraron la presencia de ocho haplotipos, donde el mas frecuente fue el haplotipo Dcit-1 SWA
(Boykin et al., 2012). Lépez-Pifidn et al. (2012) también trabajaron con COI y reportaron la
existencia de tres haplotipos para la zona de México, uno de los cuales es unico para la zona de

Yucatan y, no encontraron relacion entre haplotipos y hospedero.
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El estudio de la genética molecular en D. citri y otros insectos provee una perspectiva a la
biologia basica de insectos por lo que puede usarse en el desarrollo de herramientas genéticas y
estrategias novedosas de manejo dirigidas a reducir poblaciones del psilido (Marutani-Hert et al.,
2010). Sin embargo; es imprescindible caracterizar genéticamente a la plaga porque las
poblaciones de la misma especie pueden diferir en caracteristicas bioldgicas pertinentes de
importancia para el control biolégico. Existen reportes que indican que los enemigos naturales
normalmente co-evolucionan con la plaga objetivo, lo que les confiere gran capacidad de
encontrar a su hospedante, incrementando las posibilidades de éxito en un programa de control
bioldgico (Narang et al. 1993, Unruh y Woolley 1999, de Leén et al. 2004).

En la actualidad poco se ha estudiado en relacién a la descripcion y variacion genética entre las
poblaciones de D. citri que permita la adecuada comprensién del proceso evolutivo de esta plaga
y las implicaciones practicas que esto puede tener, por lo que se planteé como objetivo el conocer
la diversidad genética de D. citri en seis rutaceas hospedantes en la region de Cazones, Veracruz,

México, mediante el uso del gen mitocondrial COI.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Recolecta del material biolégico

Los especimenes adultos se recolectaron mensualmente en los siguientes cultivos: 1) lima dulce
(C. limetta Risso), de 10 afios de edad, establecidos en una planicie de 2 ha donde el manejo
consistio de deshierbes quimicos y aplicaciones de fertilizantes e insecticidas; 2) Naranja Marrs
(C. sinensis L. cv. ‘Marrs’), de 12 afios, dispuestas en un lomerio de 1.7 ha, en hileras de 6 x 6 m
de distancia, y sometida regularmente a labores de deshierbe, podas de saneamiento y
fertilizacion; 3) Naranja Valencia (C. sinensis cv. ‘Valencia’) de 15 afos, plantados en una
superficie de 3 ha en hileras de 6 x 6 m de distancia; 4) Naranja ‘Seleccion 8 (C. sinensis
‘Seleccion 8’ ), de siete anos, dispuestos a 5 x 6 m de distancia en una planicie de 3 ha,

combinados temporalmente con maiz.; 5) Pomelo (C. paradisi Macfad cv. ‘Rio Red”) de nueve

46



afios, dispuestos en una planicie de 1 ha en hileras de 5 x 6 m, y sometida regularmente a labores
de deshierbe, podas de saneamiento y fertilizacion; y 6) Murraya (M. paniculata (L.) Jack), de

seis afos, establecidas en huertos familiares y areas urbanas sin aplicacion de plaguicidas.

En cada sitio y fecha se revisaron las hojas y brotes (cuando presentes) de varios arboles o
plantas al azar, para recolectar con un aspirador bucal y/o red entomoldgica los adultos presentes

en un periodo de 30 min de blsqueda.

Durante todo el afio se colectd un total de 4,719 adultos; 1,725 machos y 2,994 hembras. Sin
embargo, para el analisis molecular y con base en los resultados obtenidos en la caracterizacion
morfometrica de D.citri, se seleccionaron los ejemplares con mayor variacion en los procesos
genales y alas anteriores; los cuales se conservaron en tubos eppendorf con alcohol al 100% para

la posterior extraccion de ADN.

3.4.2. Determinacion de la especie

La determinacion taxonémica de los ejemplares recolectados se realiz6 mediante las claves
dicotémicas para Psylloidea propuestas por Yang (1984) y Burckhardt (2007). Los ejemplares
estudiados se depositaron en la coleccion de referencia de Insectos Vectores del Colegio de

Postgraduados.

3.4.3. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 en 68 ejemplares, de los cuales 48 pertenecen a la region de
Cazones, Veracruz y el resto provenian de muestras recolectadas por Lopez-Pifidn et al. (2012)
de los estados de Nuevo Ledn, Michoacan, Veracruz y Yucatan en diferentes hospedantes citricos.
(Cuadro 3.1). La extraccion de ADN se realiz6 de manera individual y se siguio el protocolo
propuesto por el Pure Link Genomic DNA Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). EI ADN

resultante se mantuvo a -20°C hasta su uso posterior.
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3.4.4 Amplificacion de la region COI de ADNmt mediante la técnica de PCR

Una vez extraido el ADN, se utilizé la técnica de PCR punto final, para amplificar un fragmento
del gen mitocondrial de la Citocromo oxidasa subunidad I (COI), utilizando los oligonucleétidos:
Cl-J-1718 (forward) 5 f-GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC-3'f y C1-N-2191 (reverse)
5fCCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC-3f (Simon et al., 1994). Las reacciones de PCR se
prepararon de acuerdo a las siguientes concentraciones: 3.5 ul de solucion buffer, 0.7ul de dntps
(10 mM), 0.46 pl de cada primer (10 ng de cada uno), 3.5 ul de DNA, 0.46ul de enzima Taq
polimerasa (5p/pl), 1.75 pl de MgCl, (25Mm) y 24.17ul de agua miliQ estéril. La amplificacion
del fragmento COI, se realizd de acuerdo a las siguientes condiciones: un ciclo inicial de 5
minutos a 95° C, seguido de 36 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 48°C, un minuto a 72°C
y por altimo un paso de extensién de 10 minutos a 72°C. Como testigo se colocd un tubo con

todos los componentes anteriormente mencionados pero sin ADN.

Cuadro 3.1. Muestras utilizadas para la extraccion de ADN provenientes de diferentes

hospedantes y estados.

Especie Estado Municipio Muestras analizadas
Diaphorina citri Michoacan Apatzingan 6
Nuevo Ledn General Teran 5
Veracruz Acayucan 1
Cazones 48
Cosoloacaque 1
Jaltipan 1
Juan Rdz Clara 1
Minatitlan 1
Bactericera cockerelli 2
Dcitl-COI NL 1
Dcit4-COl Yuc 1
Total 68
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3.4.5. Electroforesis

Los fragmentos amplificados mediante PCR se separaron por su tamafio mediante electroforesis,
en geles de agarosa al 2% Yy se compararon con un marcador de peso molecular conocido (100
pb) para identificar el fragmento amplificado. Posteriormente los productos de amplificacion se
visualizaron y fotografiaron bajo luz ultravioleta en un transiluminador. Todas las muestras
purificadas de reaccion de PCR obtenidas de la regién COIl se enviaron a la compafiia Macrogen
(Maryland Rockville, USA) para su purificacion y secuenciacion en ambos sentidos (5°-3": 3'-
5.

3.4.6. Alineacion de las secuencias

Una vez obtenidas las secuencias de ADN, los productos se revisaron y alinearon manualmente
con el programa Mega 5 (Tamura et al., 2011) con la finalidad de identificar si existia variacion
genética. En el alineamiento de las secuencias COI se incluyeron las muestras de D. citri
recolectadas por Lopez-Pifidn et al. (2012) de los estados de Nuevo Ledn, Michoacan, Veracruz y
Yucatan recolectados de diferentes hospedantes citricos, asi como ejemplares de Bactericera

cockerelli Sulc como grupo externo.
3.4.7 Analisis de relaciones filogenéticas entre haplotipos
Se determin6 la secuencia genética entre los haplotipos resultantes, se elabor6é un arbol

filogenético bajo el criterio de Neighbor-Joining (Tamura et al., 2011) tomando el nimero de

diferencias, el cual fue inferido en el mismo programa.
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3.5 RESULTADOS
3.5.1. Determinacion de la especie
Los especimenes recolectados en la comunidad de Cazones, Veracruz, México de seis
hospedantes rutaceas corresponden a D. citri. Con esta prueba molecular, se confirma que es la
Unica especie presente en la region.
3.5.2 Electroforesis
La figura 3.1 muestra una parte de los resultados de amplificacion de la region mitocondrial COI

en D. citri. Los resultados arrojaron bandas con un peso aproximado de 600 pb, aunque de

acuerdo a Liu et al. (2006) se esperaban bandas de 550 pb aproximadamente.

n'lnlz'la Gl R e e e e

|
:

Figura 3.1 Gel de agarosa al 2% que muestra algunos fragmentos de la region COI amplificados.

3.5.3 Alineacion de las secuencias

A partir del alineamiento de las secuencias del gen COI de D. citri, se encontro similitud en el
tamafio de los fragmentos amplificados. No se observaron productos inespecificos. Aun cuando

se analizaron un total de 48 muestras para la region de Cazones, Veracruz y 20 muestras
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recolectadas por Lopez-Pifidn et al. (2012) y de que el gen COI posee ciertas caracteristicas que
lo hacen particularmente apropiado como marcador molecular en estudios evolutivos (Lunt et
al.,1996), se obtuvo una variacion baja entre las poblaciones procesadas por hospedante y

localidad.

3.5.4 Analisis de relaciones filogenéticas entre haplotipos

El dendograma obtenido mediante el método Neighbor-Joining (NJ) se muestra en la Fig. 3.2.
Con base en la distancia genética de las secuencias, se infiere que las poblaciones provenientes
de la localidad de Cazones, Veracruz pertenecen a una misma rama lo que confirma la existencia
de un solo haplotipo (H1) con una confiabilidad del 98%. Las demas secuencias incorporadas en
el analisis recolectadas por Lopez-Pifion et al. (2012) provenientes de poblaciones de otras
localidades se agruparon en otra rama y pertenecen al (H2) diferente a las de Cazones, Veracruz.
La secuencia proveniente de poblaciones del estado de Yucatan fue agrupada en otra rama (H3).
Las secuencias de las especies utilizadas como grupo externo cumplieron adecuadamente con su
funcidn, ya que dichas secuencias se agruparon en un clado completamente distante al resto de

los haplotipos incluidos.

Los cambios registrados en las secuencias analizadas se reportan en el Cuadro 3.2, donde se

muestra el nimero de haplotipos encontrados, lugar de procedencia y los puntos de mutacion.

Cuadro 3.2 Diferencias nucleotidicas de los haplotipos encontrados mediante el uso del gen
mitocondrial COI.

Posicién nucleotidica (pb)
Haplotipo (lugar de procedencia)

443 472 473 474 477

Haplotipo 1 (Cazones, Ver.) A C T A A
Haplotipo 2 (Mich, Ver, NL*) A A C T C
Haplotipo 3 (Yuc**) C A C T C
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Ver-Cazones Mzo-Pom CIBE 11-284 M
Ver-Cazones Myo-Murr Cide 11-295 H
Ver, Cazones Feb-Pom CIBE 11-280 H
Ver, Cazones Jul-NS8 CIBE 11275 H

Ver, Cazones Jul-NS8 CIBE 11-275 M

Ver, Cazones Oct-Murr CIBE 11-200 H

Ver, Cazones Feb-Pom CIBE 11-280 M
Ver, Cazones Feb-Nmars CIBE 11-283 M
Ver, Cazones Feb-Nmars CIBE 11-283 M
Ver, Cazones Feb-Nmars CIBE 11-283 H
Ver, Cazones Mar-Nmars CIBE 11-285H
Ver, Cazones Mzo-Nmars CIBE 11 -285M
Ver, Cazones Abr-Murr CIBE 11-276 H
Ver, Cazones Abe-Murr CIBE 11-276 M
Ver, Cazones Abr-Nval CIBE 11-288 H
Ver, Cazones Abr-Nval CIBE 11.288 M
Ver, Cazones Jul-Pom CIBE 11-286H
Ver, Cazones Fed-Pom CIBE 11-280H
Ver, Cazones Fed-Pom CIBE 11-280M
Ver, Cazones Feb-Nmars CIBE 11-283H
Ver, Cazones Mzo-Nmars CIBE 11-285H Haplotipo 1
Ver, Cazones Mzo-Nmars CIBE 11-285M
Ver, Cazones Abr-Murr CIBE 11-276H
Ver, Cazones Abr-purr CIBE 11-276 M
Ver, Cazones Abr-Pom CIBE 11-277TH
Ver, Cazones Abr-Pom CIBE 11-277M
Ver, Cazones Mazo-Pom CIBE 11-284H
Ver, Cazones May-Murraya CIBE 11-295H
Ver, Cazones Abe-Nmars CIBE 11-281H
Ver, Cazones Apr-Pom CIBE 11-277H

Ver, Cazones Jul-NS8 CIBE 11-275H

Ver, Cazones May-Murr CIBE 11-295M

Ver, Cazones AQ0-Murr CIBE 11-204H

Ver, Cazones Sept-Murr CIBE 11-291M

Ver. Cazones Sept-Murr CIBE 11-291M

Ver, Cazones Sept-Wurr CIBE 11-201M

Ver, Cazones Myo-Murr CIBE 11-295M

Ver, Cazones Oct-Murr CIBE 11.200M

Ver, Cazones Oct-Murr CIBE 11-290M

Ver, Cazones Abr-Pom CIBE 11-277M

Ver, Cazones Jul-Pom CIBE 11-285M

Ver. Cazones Abr-Nmars CIBE 11.281M

Ver, Cazones Jul-Pom CIBE 11-286H

Ver, Cazones Jul-Pom CIBE 11-286M

Ver, Cazones Ago-Murr CIBE 11-204 H

Ver, Cazones Ago-Murr CIBE 11-204 M

Ver, Cazones Ago-Murr CIBE 11-294M

Ver, Cazones Mzo-Pom CIBE 11-284H  _J

2-Gral TeranNL il

7-CEVA ApatzinganMich

8-CEVA ApatzinganMich

9-CEVA Apatzingan Mich

10-CEVA Apatzingan Mich
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8F-CEVA Apatzingan Mich
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Dct1-COINL —J
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8

Figura 3.2. Arbol filogenético de Neighbor-Joining inferido de un fragmento del gen
mitocondrial COI para poblaciones de Diaphorina citri. Incluye a Bactericera cockerelli como
grupo externo.
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3.6. DISCUSION

El anélisis de relaciones filogenéticas, a partir del gen mitocondrial COI se ha convertido en un
método preferido en la actualidad por su amplio rango en el estudio taxonémico, poblacional, y
evolutivo en animales (Lunt et al., 1996) por lo que se considera una herramienta util en el
estudio de la variabilidad genética (Avise, 2000). La variacion genética en COI y sus regiones se
ha utilizado para caracterizar variaciones intraespecificas (Palenko et al., 2004) explicar los
cambios en la poblacion debido al aislamiento geografico (Verovnik et al., 2004) y clasificar a
los individuos en cepas (Gomez y Gonzalez, 2004), clados subespecificos (Shufran, 2003) o
haplotipos (Tuda et al., 2004). Por su parte Avise (2000) sefiala que el gen citocromo de oxidasa |
(COl) es uno de los genes mas ampliamente utilizados en estudios sistematicos y poblacionales
debido a su alta tasa de mutacion, herencia materna y falta de recombinacion, asi como para
definir grupos de haplotipos que podrian corresponder a especies morfologicamente cripticas e

identificar las posibles causas de divergencia.

El uso del gen citocromo de oxidasa COI utilizado en este trabajo como marcador molecular fue
de gran utilidad, ya que son genes con variabilidad considerable entre especies cercanamente
relacionadas y entre poblaciones de la misma especie. En adicidn, dichos genes son los mas
ampliamente utilizados en estudios de genética de poblaciones de animales, especialmente
insectos como lo mencionan Kohnen et al. (2009). Dentro de los estudios para conocer la
variabilidad genética en diferentes poblaciones de insectos con el COIl se encuentran los
realizados por Navajas et al. (1998) donde encontraron polimorfismo en Tetranychus urticae
Koch.; Anderson & Trueman (2000) demostraron que Varroa jacobsoni Oudemans es un
complejo de dos especies morfologicamente indistinguibles infestando Apis cerana Fabricius. De
igual forma Toda (2000) utilizé una porcién de 546 pb del gen mitocondrial COI para investigar
las relaciones filogenéticas de especies del género Panonychus de Japén y Salomone et al. (2002)
utilizaron una porcion de 488 pb para examinar las relaciones entre diferentes miembros del
género Steganacarus en las Islas Canarias. Por su parte Boykin et al. (2012) y de Leon et al.

(2011) encontraron haplotipos de D. citri recolectados en diferentes paises.
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Con los resultados obtenidos en este estudio mediante el uso del COI se infiere que no hay
diferenciacion genética entre las poblaciones del psilido. Lo anterior se comprob6 mediante la
comparacion de la distancia genética entre los grupos de individuos y el grupo externo por lo que
la informacion generada en este trabajo puede esclarecer parte de la informacion sobre la
variacion genética asi como las causas existentes de dispersion, hibridacion y especiacion que se

puede dar entre las poblaciones de una plaga (Austin et al., 2004).

La utilizacion de fragmentos de genes de COI fue adecuado para explicar la estructura genética
de las poblaciones de D. citri; sin embargo, a pesar de la importancia en otros estudios y al uso
que se le ha dado a COlI, en el presente trabajo la variablidad genética en las poblaciones
estudiadas fue muy baja. Al respecto, Lee (2002) menciona que la ausencia de variacion genética
puede resultar en la carencia de la capacidad adaptativa de la especie a responder a factores
ambientales, que podrian llevar a la extincion, ademas de que la baja variabilidad genética es un
punto importante y puede basarse en la teoria del efecto fundador, lo que posteriormente
experimentara un cuello de botella genético que dara lugar a una severa disminucion de la
diversidad genética (Narang et al., 1993; Unruh & Woolley, 1999; Roderick &Navajas, 2003;
Roderick, 2004). Por el contrario, un incremento en la variacion genética en poblaciones

invasivas permitiria que estas se adapten facilmente a cambios asociados con un nuevo ambiente.

Estudios basados en la diferenciacion genética de dos biotipos de B. cockerelli demostraron que
poblaciones nativas de Texas poseen mayor supervivencia, alto indice de crecimiento y tiempos
generacionales cortos para su desarrollo en comparacion con las poblaciones invasivas de
California. La fecundidad, fue significativamente mayor en psilidos nativos en plantas de tomate
que en chile. Sin embargo, los psilidos de las poblaciones invasivas prefirieron alimentarse de
plantas de tomate mostrando en ellas mayor supervivencia e indice de crecimiento (Liu y
Trumble, 2007).

El psilido se reportd por primera vez en el estado de Veracruz en el 2004 (SENASICA, 2012) por
lo que la baja diversidad genética encontrada en la comunidad concuerda con la reciente

introduccién de la plaga a esa region. De Ledn et al. (2011) mencionan que una plaga migratoria
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presenta un bajo flujo génico durante el establecimiento o colonizacién a un nuevo habitat, cabe
mencionar que los migrantes que no se reproducen en la poblacion a la que migraron no
contribuyen al flujo génico como lo menciona Slatkin (1985). Por su parte Mallet (1999)
menciona que la migracion es el movimiento de poblaciones de una localidad a otra, lo cual
muchas veces implica la existencia de flujo genético entre los individuos migrantes y los
individuos locales, por lo que este flujo, es una medida indirecta de la capacidad que tienen los

individuos de desplazarse y producir progenie.

A pesar de la baja variabilidad genética encontrada en este estudio es de esperarse que dicha
variabilidad se incremente a través del tiempo y divergan, por ser una plaga migratoria aislada
geogréaficamente de su lugar de origen. De hecho Leon et al. (2011) demostraron ya la existencia
de un alto flujo genético entre poblaciones de D. citri al comparar poblaciones provenientes de
diferentes paises de Sudamérica, Norteamérica y una poblacion de Hawaii, pues el analisis
filogeografico a partir de la utilizacién del gen mitocondrial COIl, indicd la existencia de 23
haplotipos, resultado que indica la plasticidad genética y evolucion de la plaga. Interesante
resulta mencionar que dentro de los haplotipos reportados por dichos autores, el H9 es comun en
las poblaciones de Texas y Florida, pero también se encuentra en las poblaciones de México en
los estados de San Luis Potosi, Yucatan, Tamaulipas y Nuevo Ledn, por lo que se infiere que es el
haplotipo dominante y mas estable genéticamente. Esta misma situacion fue confirmada por
Boykin et al. (2012) y Lbpez-Pifion et al. (2012) al trabajar con colecciones de diferentes paises,
incluido México. Sin embargo, cabe resaltar que uno de los haplotipos (H3), hasta ahora es
exclusivo del pais y del estado de Yucatan, y que el haplotipo 1 encontrado en este estudio, en los

diferentes hospederos en la region de Cazones, Veracruz, es similar a los haplotipos registrados

hasta ahora por los diferentes investigadores, lo cual permite especular la presencia remota (~ 20

afos atras) del psilido en el pais y la influencia de factores en la variacion genética de la plaga

como resultado de su introduccion y adaptacion local (Boykin et al. (2012).

Es probable que los resultados generados a partir del analisis de secuencias no hayan sido
suficientes para estudiar genéticamente a los especimenes de D. citri. Sin embargo, si se ampliara

el nimero de colecciones observadas es posible se puedan encontrar mas sitios de mutacion que
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nos permitan estudiar la variacion de las poblaciones. Incluso en algunos estudios utilizan varios
genes individuales para inferir un arbol genético con mayor precision por lo que sera necesario
utilizar mas marcadores moleculares que permitan elucidar la estructura genética y resolver
cuestiones filogeogréaficas en las poblaciones de D. citri (Ballard & Whitlock, 2004; Beebee y
Rowe, 2008).

Los estudios genéticos de la poblacién de una especie invasora son de gran importancia ya que
dicha informacién pude ser Gtil en la busqueda de agentes de control biolégico, debido a que
usualmente los enemigos naturales coevolucionan con la plaga, y puede ayudar a explicar la
naturaleza de su distribucion global, las interacciones con las plantas hospederas, su capacidad
para transmitir la bacteria Candidatus Liberibacter y las diferencias en la efectividad de T.
radiata, un parasitoide introducido en el Nuevo Mundo para el control de poblaciones invasivas
de D. citri (Hoy & Nguyen, 2001; Boykin et al., 2007). Cabe mencionar que en este estudio no
se tuvieron los elementos suficientes para afirmar que el hospedante, sexo y la época de recolecta

tuvieron injerencia directa en la definicion de haplotipos.

3.7 CONCLUSIONES

Las secuencias de los fragmentos mitocondriales de los genes mostraron baja variabilidad
genética, lo que indica que las poblaciones estudiadas corresponden a la misma especie presente
en la localidad de Cazones, Veracruz. Los resultados arrojaron que las poblaciones de este
estudio pertenecen al haplotipo 1 y que difieren del resto de los haplotipos reportados a la fecha,
debido a que se ubic6 en un clado independiente de los demas. No se obtuvo variacion en las
secuencias de las poblaciones de Cazones, Veracruz en relacion con el hospedero, sexo y fecha de

colecta.
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CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES

En este estudio fue evidente que Diaphorina citri es una especie con variaciones morfométricas
atribuidas al hospedante, asi como a los factores ambientales que inciden en una regién. Las
hembras fueron més grandes que los machos, pero estos ultimos fueron mas variables que las
hembras. La mayor talla corporal tambien estuvo relacionada con una mayor longitud de las alas

anteriores y sexo.

En ambos sexos, las variables determinantes para la caracterizacion morfométrica de D. citri
fueron la longitud y amplitud de las alas anteriores y la longitud y amplitud de los procesos
genales. Murraya paniculata y Citrus sinensis cultivar ‘Marrs’, fueron los hospederos que
soportaron las poblaciones mas altas. Los hospedantes donde se recolectaron los individuos con

mayores variantes morfométricas fueron C. limetta y C. sinensis cv ‘Seleccion 8.

A partir del gen mitocondrial COI se confirma que la especie presente en la localidad de
Cazones, Veracruz es D. citri, ademas de que el haplotipo 1 encontrado en Cazones difiere del

resto de los haplotipos analizados en este estudio.

Para complementar los hallazgos del presente estudio se recomienda continuar con la
investigacion para corroborar si las variaciones morfométricas estan relacionadas con el
hospedante, por lo que es necesario: 1) estudiar poblaciones de D. citri en cada hospedante a
través del tiempo, para averiguar si las variaciones morfométricas encontradas son hereditarias y
si la frecuencia de los morfos es estable o fluctla entre generaciones, 2) Realizar bioensayos
donde se crie la progenie de ejemplares que presenten anomalias en las alas o con procesos
genales diferentes a los registrados y observar si la F1 conserva la variacion parental presunta, 3)
Criar una poblacion monomorfica del psilido en diferentes hospedantes para averiguar si se
producen las variaciones previstas en este trabajo y 4) Realizar andlisis moleculares con el fin de

ver posibles cambios al nivel del genoma en relacién al tiempo.
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