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El psilido asiatico de los citricos (Diaphorina citri) se encuentra ampliamente distribuido en regiones
tropicales y subtropicales de Asia. Se desarrolla exclusivamente en plantas de la familia Rutaceae,
de los géneros Citrus y Murraya y las especies Swinglea glutinosa Murray, Limonia acidissima L. y
Citropsis schweinfurthii Swingle y Kellerm. Es importante por transmitir la bacteria que causa la
enfermedad del enverdecimiento o greening (en inglés), ademas ocasiona dafo en los brotes nuevos
al deformar las hojas, enanismo y disminucién en la calidad de la fruta. La bacteria no se puede
cultivar en medios artificiales y es caracterizada como un nuevo género de protobacteria, Candidatus
liberobacter, causante de huanglongbing, HLB (Lanteri et al., 2002). Para establecer estrategias de
manejo y como herramienta para predecir escenarios probables de propagacion de la enfermedad, es
necesario conocer a D. citri a escala molecular. Con el objetivo de determinar la diversidad genética
de D. citri mediante el analisis de secuencias del gen COI, se estandarizé un método de extracciéon
de ADN y se identificaron las poblaciones de dos zonas de Colombia (Valle del Cauca y Quindio)
mediante el gen COI.

Metodologia

Las muestras se recolectaron en cuatro municipios del Valle del Cauca (Rozo, Palmira, Caicedonia
y La Unién) y cuatro sitios en Quindio (San Juan, Vivero Caracolines, via Calarca y Calarca). Los
insectos fueron recolectados con aspirador bucal en viveros (n = 50) y campo (n = 20) por hectarea.
Se almacenaron en alcohol a 96% y se rotularon. Se evaluaron tres métodos de extraccion de ADN:
(1) sales, segtin Aljanabi y Martinez (1997), (2) fenol/cloroformo (Zhang y Hewitt, 1997) y (3) acetato
de sodio (Cenis, 1992). La cuantificacién de ADN se hizo en gel de agarosa a 0.8%, la amplificacién
del gen COI con los cebadores UEA3 y UEA4d y la secuenciacién en Macrogen® (Seul, Korea). El
analisis bioinformatico se hizo con programas como Arlequin 3.5, Vector 11.5, BLAST, MAFFT v 6.
El indice de diversidad haplotipica (H) se calcul6é de acuerdo con Nei (1987) y la estimacion de la
estructura genética de las poblaciones mediante Amova (Excoffier et al., 1992).

Resultados

El método de extraccion mas efectivo fue el de sales. Se obtuvo ADN a una concentraciéon aproxi-
mada de 30 ng/ul y de buena calidad, lo que permitié la amplificacion de la region COI de todas
las muestras evaluadas. Se obtuvieron cuarenta y ocho secuencias de 360 pb para determinar la
diversidad y estructura genética con un 98% de homologia para la region COI con diferentes haplo-
tipos de D. citri. Los veinticuatro individuos de la poblacion del Valle del Cauca presentaron menor
frecuencia de haplotipos en comparacion con los veinticuatro de la poblacion del Quindio (catorce y
diecisiete haplotipos, respectivamente). En el Valle del Cauca y Quindio se presentaron haplotipos
Unicos (nueve en Valle del Cauca y diez en Quindio). Segun Brown et al., (1996) estos haplotipos son
causados por mutaciones puntuales, y tienden a desaparecer de las poblaciones con el tiempo. En
ambas localidades se encontré variabilidad intrapoblacional que se refleja en sus indices de diver-
sidad haplotipica (H). Las poblaciones en San Juan, Caracolines y Calarca (Quindio) presentaron el
mayor numero de haplotipos diferentes (6, 6 y 7, respectivamente) y los indice H mas altos (1.00 %
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0.0764, 1.00 + 0.0764 y 1.00 £ 0.0962, respectivamente). Los cambios en los niveles de diversidad
genética de las especies o poblaciones son consecuencia de un balance entre procesos opuestos
de ganancia (mutaciones y flujo génico) y pérdida (deriva génica y seleccion natural) (Lanteri et al.,
2002). En el analisis interpoblacional no se presenté heteroplasmia en los grupos ya que cada in-
dividuo de cada grupo esta asociado con un haplotipo en particular. Para el Quindio la variabilidad
genética fue mayor dentro de las poblaciones con un valor de 89.06%, mientras que la variacién
entre las poblaciones (San Juan, Caracolines, Via Calarca) fue de 10.94%. El valor de Fst indica una
estructuracion poblacional moderada con un valor de 0.1094.

Conclusion

La estructuraciéon genética mostro que las poblaciones de D. citrien el Valle del Cauca y Quindio se
encuentran en expansion, pero sin una diferenciacion que conlleve a la generacion de nuevos bioti-
pos de D. citri capaces de adaptarse a nuevos ambientes y de albergar otras variantes de la bacteria
Candidatus liberibacter.
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