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INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es un cultivo de gran importancia en México debido
a sus cualidades alimenticias, adaptacion climética y alto rendimiento, superado por
el maiz, frijol, trigo y arroz(Hooker, 1998).

En 2016, se registr6 una superficie mundial de 19.3 millones de hectareas, con
produccion de 376 millones de toneladas (FAOSTAT, 2016), sembrada en 100
paises. En México, para ese mismo afo, la SAGARPA reportd una produccion de 1
millon 796 mil 813 toneladas, en una superficie de 64,465 ha, de las cuales en
Sinaloa se cultivaron 13 mil ha, con una produccion de 360 mil ton, haciendo notar
que la produccidon de este tubérculo ha ido a la alza en los ultimos 10 afios.
Actualmente se cultiva en 22 estados de la Republica Mexicana durante todo el afio
(SIAP, 2016).

Desafortunadamente estos rendimientos y calidad son afectados por la presencia de
enfermedades causadas por hongos, bacterias, nematodos, virus y fitoplasmas. En la
actualidad los productores se han visto perjudicados por la presencia de la punta
morada de la papa, mencionada por primera vez en México por Niederhauser y
Cervantes en 1956, fue observada en el valle de Toluca, en Guanajuato, en Zamora,
Michoacan y en los estados de Puebla y Tlaxcala. Garcia (1996) sefial6 que para la
década de los noventas en las areas paperas de Coahuila, Nuevo Leon, Jalisco y
otras zonas, se comenzd a manifestar una enfermedad que ocasionaba
amarillamientos, enrollamientos de foliolos de color morado, formacion de tubérculos
aéreos, necrosis vascular en tallo y tubérculos, lo que actualmente se llama
“Sindrome de la punta morada de la papa” (PMP). Y que se encuentra practicamente
presente en todos los continentes. A nivel nacional la incidencia de ésta enfermedad
se ha mantenido en porcentajes altos, para 1993 alcanz6 un 30%, el 60% en 1994 y
hasta el 90% en 1995 de tubérculos dafados. Durante los afios 2003 y 2004., la
incidencia de esta enfermedad se incrementd considerablemente, llegando al 100 por

ciento en algunas areas productoras de Coahuila y Nuevo Leon (Flores, et al. 2004).



El sindrome PMP es un conjunto de sintomas desarrollados principalmente por el
ataque de la bacteria "Candidatus Liberibacter solanacearum” (CalLso) y fitoplasmas
(Cadena et al., 2003; Flores et al., 2004; Lee etal., 2004; Herreraet al., 2013,
Garzon et al., 2005; Lee et al., 2006; Alarcon, 2007; Martinez et al., 2007; Alarcon et
al., 2009; Rubio et al., 2011). En Estados Unidos la enfermedad causada en la papa
por CaLso se le conoce como Zebra Chip (ZC) debido al pardeamiento que ocasiona
en la pulpa del tubérculo (Abad et al., 2009; Liefting et al., 2009), inicialmente a la
bacteria se le nombro “Candidatus Liberibacter psyllaurous” (Hansen et al., 2008).
Otro problema sanitario es el Amarillamiento del Psilido (AP), ocasionado segun
algunos autores por la inyeccion de toxinas que realiza el psilido Bactericera
cockerelli. Al alimentarse de la planta (Severin, 1940; Wallis, 1948; Liu et al., 2006),

aunqgue hasta la fecha no se ha realizado la descripcion bioquimica de esas toxinas.

La PMP es uno de los principales problemas que afectan el cultivo de papa en
México (Rubio et al., 2006) y también tiene gran importancia en varias regiones de
Nueva Zelanda (Liefting et al., 2008), Estados Unidos de América y Centro América
(Munyaneza et al., 2007; Munyaneza et al., 2008; Secor et al., 2009). Las regiones
mas afectadas en México son el Centro (Edo. de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo,
Veracruz), el Noreste (Coahuila y Nuevo Leon) y el Bajio (Guanajuato y Michoacéan).
La region Noroeste (Sonora, Sinaloa, Baja California, Chihuahua) y la zona de
Tapalpa, Jal. Son afectadas en menor grado que las anteriores; sin embargo, el

problema se ha ido incrementando en los ultimos afios (Rubio et al., 2011b).

Las plantas infectadas desde el inicio de su desarrollo pueden ser aniquiladas y los
tubérculos provenientes de plantas infectadas en etapas posteriores son de tamafio
pequefio y presentan un pardeamiento interno por lo que son rechazados en el
mercado en fresco y tampoco sirven para la produccion de hojuelas fritas, la cual es
la principal forma de procesamiento de la papa en México. Dependiendo de la etapa
de desarrollo en que las plantas son infectadas, el rendimiento de tubérculos puede
disminuir entre 10 y 100% y como consecuencia las pérdidas econdémicas son muy
cuantiosas si es que se toma en cuenta que los costos de produccidon son en

promedio $ 230,000.00 pesos /ha (*comunicacion personal).



(* Dr. Alberto Flores Olivas, Maestro Investigador de la Universidad Autdnoma

Agraria Antonio Narro, Mayo-2018)

En la actualidad, el control de la PMP se basa exclusivamente en la aplicacion
intensiva de insecticidas quimicos, por lo que es necesario establecer un sistema de
control integrado de la enfermedad que incluya el uso de variedades tolerantes,
insecticidas biologicos y préacticas culturales (Rubio et al. 2011a).



OBJETIVO GENERAL
Determinar si existe transmision transovarial de “Candidatus Liberibacter

solanacearum” en Bactericera cockerelli.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Conocer si existe transmision de “Candidatus Liberibacter solanacearum”en papa

por ninfas N1y N2.

2.- Conocer si existe transmision de “Candidatus Liberibacter solanacearum” de

adultos de Bactericera cockerelli a ninfas de Bactericera cockerelli.

3.- Obtener colonias de Bactericera cockerelli libres de “Candidatus Liberibacter

solanacearum”.



REVISION DE LITERATURA
El cultivo de la papa
Origen y distribucién

La papa (S. tuberosum) es originaria de la cordillera de los Andes, en el altiplano
andino, y puede ser encontrada hasta los 4300 msnm. Se considera que se origino
en el sur de Perd, en los limites de Bolivia a partir del complejo Solanum brevicaule,
y la ssp tuberosum en las tierras bajas de la parte central de Chile (Spooner et al.,
2005). En América hay unas 200 especies de papas silvestres, y en el suroeste de
Estados Unidos y Centro América, generalmente se encuentran en altitudes que van
de medias a altas; mientras que en Sudamérica se localizan a lo largo de los Andes
desde Venezuela hasta el noroeste de Argentina y en las tierras bajas de Chile,
Argentina, Uruguay, Paraguay y el sureste de Brasil (Hawkes, 1994). México, Bolivia
y el norte de Argentina se consideran centros de diversificacion de las papas
silvestres (Hawkes, 1990). La mayoria de especies crecen en los Andes, 28 de ellas
se desarrollan en México (Spooner et al., 2004), y se localizan en todos los estados,
con excepcion de Baja California, Campeche, Tabasco, Quintana Roo y Yucatan

(Villa-Vazquez y Rodriguez, 2010).

Importancia econémica.
La papa esta ubicada entre los primeros cuatro cultivos de mayor importancia en el
mundo, después del arroz, trigo y maiz (CONPAPA, 2010). Sin embargo, la
produccion de este cultivo es afectada por una gran cantidad de factores
parasitologicos, la enfermedad de PMP estd causando mayores dafios, ya que
actualmente esté afectando al 50% de la superficie nacional y sobre la cual se ha

determinado a B. cockerelli como vector (Salas, 2006).

Principales enfermedades de la papa
Los principales problemas fitosanitarios a los que se enfrenta la produccion de papa

son principalmente Phytophthora infestans, Ralstonia solanacearum, Clavibacter
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michiganensis subsp. sepedonicus y “Candidatus Liberibacter solanacearum’
(CaLso). Esta bacteria es transmitida por B. cockerelli o pulgon saltador,
considerandose una plaga de suma importancia al ser vector de la misma
(CONPAPA, 2013). Liefting y colaboradores (2009) reportaron que Calso causo
pérdidas de 4 millones de doélares en invernaderos comerciales de tomate en Nueva
Zelanda. Asi mismo se ha encontrado afectando cultivos de zanahoria (Munyaneza
et al., 2010).

Descripcion de “Candidatus Liberibacter solanacearum”

Existe una bacteria denominada “Candidatus Liberibacter solanacearum?”,
descubierta recientemente, que afecta la produccion en cultivos como la papa,
tomate, pimiento (Capsicum annum) y zanahoria (Daucus carota); esta bacteria es
miembro del genero Liberibacter, pertenece a la subdivision Proteobacteria.
Organismo pleomorfico sin pared celular) se desarrolla en el floema de las plantas y
en el sistema digestivo del insecto vector (B. cockerelli) no se ha podido cultivar in
vitro. (Cadena et al., 2003; Flores et al., 2004; Lee et al., 2004; Herrera et al., 2013;
Garzén et al., 2005; Lee et al., 2006; Alarcon, 2007; Martinez et al., 2007; Alarcon et
al., 2009; Rubio et al., 2011).

Ubicacion taxonomica de “Candidatus Liberibacter solanacearum”
Dominio: Bacteria
Phyllum: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rhizobiales
Familia: Phyllobacteriaceae
Género: Candidatus Liberibacter

Especie: “Candidatus Liberibacter solanacearum” (sin. psyllaurous)
(CABI, 2015).
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CaLso es una bacteria perteneciente a la familia Phyllobacteriaceae, Gram-negativa,
limitada al floema de las plantas cuya transmision principalmente se da a través de
insectos vectores (de forma circulativa y transovarial en algunas especies), aunque
también puede darse por injerto, por semilla o por tubérculos de patata infectados
(Buttler y Trumble, 2012.)

Situacion a nivel mundial

Hasta la fecha se han descrito 5 haplotipos: A, B, C, Dy E, los cuales tienen diversos
hospedantes y cuya identificacion esta basada en la secuencia de 3 genes.

e Haplotipo A: se encuentra en Honduras y Guatemala a través del Oeste de
México hasta Arizona, California, Oregén, Washington, Idaho y en Nueva
Zelanda.

e Haplotipo B: se encuentra desde el Este de México hacia el Norte hasta
Texas.

e Haplotipo C: se ha encontrado en Finlandia, Francia, Noruega y Suecia

e Haplotipo D: se ha encontrado en Marruecos y Espafna

e Haplotipo E: se ha encontrado en Francia, Marruecos y Espafa peninsular

Los haplotipos A y B hasta la fecha solo se han encontrado en el continente
Americano y Nueva Zelanda. Causan dafio en el cultivo de papa y en otras
solanaceas, en los que los principales sintomas que se pueden apreciar en la parte
aérea son: clorosis generalizada, coloracién purpurea del follaje con ahuecamiento
basal de las hojas, enrollamiento de las hojas a lo largo de toda la planta,
acortamiento y ensanchamiento de los entrenudos terminales e interrupcion de la
formacion de frutos; mientras que en el caso de la papa en los tubérculos, ademas se
genera un colapso de estolones, oscurecimiento del tejido vascular y estrias
medulares que afectan completamente a todo el tubérculo. Los sintomas de esta
enfermedad son mas pronunciados cuando los tubérculos se frien y por esa razon
las papas fritas o procesadas de tubérculos afectados muestran manchas necroticas,
rayas o vetas que provocan una devaluacién comercial del tubérculo. Los sintomas

provocados en los tubérculos de papa han permitido que esta enfermedad se



denomine “zebra chip” (Buttler y Trumble, 2012.).
CaLso haplotipos A y B se transmiten principalmente a través de B. cockerelli. Este
vector es el Unico que se conoce capaz de trasmitir la bacteria de papa a papa,
asimismo es capaz de transmitir la bacteria de manera transovarial de manera muy
eficiente (Buttler y Trumble, 2012.).

Por otro lado, en México se reportaron tubérculos de papa sintomaticos (necrosis y
rayado) y asintomaticos en la zona agricola de Saltillo, Coahuila. Al realizarse el
andlisis de PCR utilizando los oligonucleétidos CL514F/R y OA2/0Ol12c, especificos
para amplificar al fragmento 16S rDNA, ambos indicaron la presencia de CalLSo
(Munyaneza et al., 2009c).

De acuerdo con las investigaciones realizadas, los analisis de tubérculos mostraron
que los extractos metabdlicos de las plantas sintomaticas infectadas con CalLSo,
revelaron una alteracion importante en los aminoacidos aromaticos y compuestos
fendlicos, ademas, las concentraciones de tirosina se incrementaron hasta ocho
veces, en algunos tubérculos sintomaticos (Navarrete et al.,, 2009). Se ha
demostrado que durante el ataque patogénico de la bacteria CalLSo, las células
presentan una sobreproduccion oxigeno, esto provoca estrés oxidativo y dafio
fisiol6égico. Las plantas aprovechan éstas moléculas reactivas para desarrollar
estrategias que conducen a la autoproteccion contra el patégeno (Sanchez et al.,
2010). Se ha considerado que “PMP”, es un problema que a nivel bioquimico,
muestra alteraciones en la composicion mineral del tubérculo, resultando en la
produccion de manchas necréticas internas en el mismo, tanto en la pulpa como en
cuticula, indicando también, en resultados de analisis, niveles altos en P (fésforo), K
(Potasio) y Ca (Calcio) en el tejido del floema, mientras que en otros tubérculos
infectados, se han expresado niveles mayores de los minerales Mg (Magnesio), Cu
(Cobre), Zn (Zinc) y B (Boro) (Miles et al., 2009).

Actualmente, la estrategia mas efectiva para controlar esta enfermedad es enfocarse
al control quimico del psilido utilizando sustancias activas como el Imidacloprid,
Abamectina y Spiromesifen. Aunque es importante considerar que un manejo mas
efectivo de este insecto plaga, requiere también del conocimiento de su biologia,

8



ecologia, distribucion geografica y dinamica poblacional (Munyaneza et al., 2011;
Gharalari et al., 2009).

Transmision “Candidatus Liberibacter solanacearum”

CalLso es una bacteria persistente que se transmite a través de insectos,
reproduciéndose dentro de estos y es capaz de transferirse de generacion en
generacion de forma transovarial (Pelz-Stelinski et al., 2010). Como se mencioné
previamente, la transmision de la bacteria se lleva a cabo por los insectos psilidos de
B. cockerelli, por el fendmeno de adquisicion e inoculacion por alimentacion (Garnier
et al., 2000; Hansen et al., 2008; Liefting et al., 2008; Liefting et al., 2009a).

Deteccion “Candidatus Liberibacter solanacearum”

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR
("Polymerase Chain Reaction"), es una técnica que fue desarrollada por Kary Mullis a
mediados de los afios 80. Con esta metodologia se pueden producir en el laboratorio
multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en presencia de
millones de otras moléculas de ADN. Como su nhombre indica, se basa en la actividad
de la enzima ADN polimerasa que es capaz de fabricar una cadena de ADN
complementaria a otra ya existente. Sus Unicos requerimientos son que existan
nucledtidos en el medio que son la materia base para fabricar el ADN (los
nucledtidos de adenina, timina, citosina y guanina), y una pequefia cadena de ADN
gue pueda unirse a la molécula que queremos copiar para que sirva como cebadora

(el cebador, en inglés "primer").



Electroforesis
Es una técnica para la separacion de moléculas (proteinas o &cidos nucleicos) sobre
la base de su tamafio molecular y carga eléctrica. Los acidos nucleicos ya disponen
de una carga eléctrica negativa, que los dirigira al polo positivo, mientras que las
proteinas se cargan con sustancias como el SDS (detergente) que incorpora cargas
negativas de una manera dependiente del peso molecular. Para la separacion se usa
un gel de agarosa o poliacrilamida (fibras cruzadas, como una malla). Al poner la
mezcla de moléculas y aplicar un campo eléctrico, éstas se moveran y deberan ir
pasando por la malla, por la que las pequefias se moverdn mejor, mas rapidamente.
Asi, las mas pequefias avanzaran mas y las mas grandes quedaran cerca del lugar

de partida.

Vector de “Candidatus Liberibacter solanacearum”

Es trasmitida por el psilido B. cockerelli, insecto polifago que se alimenta del floema
de una amplia variedad de plantas, entre las que se encuentran principalmente el
tomate, la papa y el chile (Hansen et al., 2008). Cuando el insecto se alimenta de las
plantas infectadas, adquiere a la bacteria que pasa a través de la barrera intestinal,
se multiplica dentro del individuo y una vez que llega a las glandulas salivales es

transmitida a otra planta durante la alimentacion (Liefting et al., 2009).

Una caracteristica comun de los vectores de Candidatus Liberibacter es que se
alimentan de dietas que contienen un exceso de una sola clase de compuestos
(carbohidratos) y una deficiencia en nutrientes esenciales, por lo que requieren la
presencia de simbiontes intracelulares procarioticos (endosimbiontes) que ayudan a
proporcionar los nutrientes esenciales que faltan en la dieta del vector (Moran y
Telang, 1998). Varios estudios reportan que B. cockerelli, contiene tres de estos
simbiontes procariéticos; uno de estos es Carsonella rudii, un simbionte obligado es
requerido para la sobrevivencia del vector (Thao et al.,, 2000). Los otros dos, son
simbiontes facultativos de dos cepas diferentes de Wolbachia spp., los cuales
participan en la manipulacion de la aptitud del insecto, proveyendo a estos de una
ventaja reproductiva principalmente en las hembras que los portan (Nachappa et al.,
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2011). Esto incrementa la dispersion de Wolbachia aumentando el numero de
vectores infectivos y por ende, la transmision de CalLso. Sin embargo, existen
evidencias que la presencia de Calso en el interior del insecto, reduce
significativamente los dias de fecundacion de la hembra y el porcentaje de
supervivencia de las ninfas; hechos que afectan negativamente tanto la tasa de

crecimiento de la poblacion como la aptitud del vector (Nachappa et al., 2012).

Bactericera cockerelli

El psilido de la papa y tomate B. cockerelli (Hemiptera: Triozidae) ha sido una de las
principales plagas de cultivos de solanaceas durante los ultimos afios. Esta plaga
puede causar dafio a los cultivos por alimentacion directa y mediante la transmision
de la bacteria patogénica CalLso. Se han realizado diversos estudios para determinar
la relacion de esta plaga y el dafio que produce y para desarrollar estrategias de
manejo para mitigar los dafios causados por esta plaga en una amplia variedad de
plantas solanaceas, aunque no se tienen resultados concluyentes de dichos estudios
debido a la complejidad del patosistema B. cockerelli -solanaceas- Calso. Los
estudios realizados en la ultima década han documentado la variabilidad genética
sustancial en esta especie invasora, mejorando la comprension de la rapida
evolucion de las interacciones entre el insecto y la enfermedad que transmite, y la

mejora de la valoracion del potencial invasor de la plaga (OIRSA, 2013).

Los psilidos (Hemiptera: Triozidae) eran considerados como plagas secundarias
hasta hace algunos afios, pero recientemente en varias regiones de México y
Centroamérica, se ha asociado a la especie B. cockerelli, como responsable de la
trasmision de enfermedades Fitopatdégenas en cultivos de solanaceas (chile, papa y
tomate), y de producir dafios por su efecto toxinifero en sus plantas hospedantes. B.
cockerelli, se ha convertido en motivo de gran preocupacion debido a su impacto
destructivo sobre la papa, tomate y otros cultivos de solanaceas en los Estados

Unidos, México y Ameérica Central (Munyaneza et al., 2007Db).
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Es importante mencionar que CalLso, asociada con B. cockerelli no se ha podido
cultivar de manera separada del insecto para probar los postulados de Koch (Davis
et al., 2008; Sechler et al., 2009), lo cual ha derivado en diversas dificultades para
precisar la etiologia de sintomas asociados y asi entender su papel como vector de
dicho patogeno (Cadena et al., 2003; Rubio-Covarrubias et al., 2011). Debido a esta
problemética, algunos paises, incluido México, como Nueva Zelanda (Rubio-
Covarrubias et al., 2011), Australia y partes de Europa (Teresani et al., 2015),
consideran como plaga cuarentenaria al insecto y a la bacteria asociada y se emiten
medidas de manejo de riesgo, ante cualquier intento de movilizacién de productos

agricolas relacionados.
Ubicacion taxonomica
Segun Hodkinson (2009) la ubicacion taxondmica de B. cockerelli es la siguiente:
Reino: Animal

Phyllum: Arthropoda

Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Triozidae
Geénero: Bactericera
Especie: B. cockerelli Sulc

Descripcion morfolégica

B. cockerelli expresa una metamorfosis incompleta estableciendo un periodo
comprendido de 34.5 dias, iniciando en la etapa de huevo y cinco etapas de ninfa
hasta llegar a adulto, estas etapas se determinan por la temperatura, teniendo como
optima 26-27 °C con 60 a 70% de humedad relativa. Este insecto se presenta con
mayor incidencia en zonas agricolas de papa, tomate, tomate de cascara y chile,
(Abdullah, 2008; Gao, 2009).
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356 UC. Temperatura
Base 7°C

Figura 1. Ciclo biolégico de Bactericera cockerelli Fuente: Garzon et al., 2007

Huevecillos. De forma ovoide, de color anaranjado-amarillento, corion brillante,
(Figura 2) presentan en uno de sus extremos un pequefio filamento, con el cual se

adhieren a la superficie de las hojas (Marin et al., 1995), depositados por separado,

principalmente en el envés de la hoja y por lo general cerca del borde de la misma
(CABI, 2015).

Figura 2. Huevecillos de B. cockerelli depositados en margenes de las hojas

Los huevecillos son depositados en el haz y envés de las hojas y a lo largo de los
margenes, algunos en peciolos o tallos y mayormente sobre hojas apicales jévenes.
Con frecuencia una hembra deposita los huevecillos en hilera, o bien puede
distribuirlos sobre la superficie de dos hojas durante el transcurso de un dia
(Cranshaw, 2007).
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Becerra (1989) sefial6 que cada hembra depositaba entre 1 y 11 huevecillos por dia,
con una media de 2.6. Adicionalmente, Hodkinson (2009) reporté que algunas

hembras produjeron mas de 1,300 huevecillos durante toda su vida.

Estadios ninfales. Presenta cinco estadios con forma oval, aplanados dorso-
ventralmente, con ojos bien definidos. Las antenas presentan sencilias placoides
(estructuras circulares con funcion olfatoria), las cuales aumentan en nidmero y son
mas notorias conforme el insecto alcanza los diferentes estadios. El perimetro del
cuerpo presenta estructuras cilindricas que contienen filamentos cerosos, los cuales

forman un halo alrededor del cuerpo (Marin et. al., 1995).

Primer estadio. Las ninfas presentan una coloracion anaranjada. (Figura 3) Las
antenas presentan los segmentos basales cortos y gruesos y se van adelgazando
hasta finalizar en un pequefio segmento con dos setas sensoras; 0jos notorios tanto
en vista dorsal como ventral con una tonalidad anaranjada. Térax, con paquetes
alares poco notables. La segmentacidon en las patas es poco visible. La division del

cuerpo no esté bien definida (Marin et. al., 1995).

Segundo estadio. A partir de este estadio, se aprecian claramente las divisiones
entre cabeza, térax y abdomen (Figura 4). La cabeza presenta un matiz amarillento,
las antenas son gruesas en su base y se estrechan hacia su parte apical
presentando en estas dos setas sensoras. Los 0jos presentan un color anaranjado
oscuro. El térax es de color verde-amarillento y los paquetes alares se hacen

visibles; la segmentacién en las patas se hace notoria. Tanto el térax como el
14



abdomen incrementan su tamafio y con esto las diferentes estructuras contenidas en
ellos. EI abdomen presenta una coloracion amarilla, y se aprecia un par de
espiraculos en cada uno de los cuatro primeros segmentos (Marin, et. al., 1995).

Figura 4. Segundo estadio de B. cockerelli

Tercer estadio. En éste, la segmentacion entre cabeza, térax y abdomen es notoria
(Figura 5). La cabeza es de color amarillo, las antenas presentan las mismas
caracteristicas que el estadio anterior. Los 0jos presentan una coloracién rojiza. El
térax, presenta un tono verde-amarillento y se observa con mucha facilidad los
paquetes alares en mesotorax y metatérax. El abdomen es de color amarillo (Marin,
et. al., 1995).

Figura 5. Tercer estadio de B. cockerelli

Cuarto estadio. La cabeza y antenas presentan las mismas caracteristicas del estado
anterior. El térax es de color verde-amarillento, la segmentacion de las patas esta
bien definida y se aprecia en la parte terminal de las tibias posteriores, los segmentos
tarsales y un par de ufias (Figura 6); estas caracteristicas se aprecian facilmente en
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ninfas aclaradas y montadas. Los paquetes alares estan bien definidos. La coloracién
del abdomen es amarilla y cada uno de los cuatro primeros segmentos abdominales
presenta un par de espiraculos. La separacion entre el torax y el abdomen es notoria
(Marin, et. al., 1995).

Figura 6.Cuarto estadio de B. cockerelli

Quinto estadio. La segmentacion entre cabeza, térax y abdomen esta definida. Tanto
la cabeza como el abdomen presentan una coloracién verde claro y el térax una
tonalidad un poco mas oscura. En la cabeza, las antenas estan seccionadas en dos
partes por una hendidura marcada cerca de la parte media; la parte basal es gruesa
y la parte apical filiforme presentando seis sencilias placoides visibles en ninfas
aclaradas y montadas. Los ojos adquieren un color guinda. El térax presenta los tres
pares de patas con su segmentacion bien definida y la parte terminal de las tibias
posteriores presentan las caracteristicas anteriormente sefialadas. Los paquetes
alares estan claramente diferenciados, sobresaliendo del resto del cuerpo. El
abdomen es semicircular y presenta un par de espiraculos en cada uno de los cuatro

primeros segmentos (Marin, et. al., 1995).

Figura 7. Quinto estadio de B. cockerelli
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Adulto. El psilido de la papa es un insecto con alas claras de 2 mm de longitud, se
asemejan a una pequefia cigarra, los psilidos adultos cambian de color a medida que
envejecen, los adultos tienen un segmento blanquecino en su abdomen (Figura 8). Al
igual que las ninfas, los adultos prefieren las plantulas recién trasplantadas para la
ovoposicion (Liu y Trumble, 2006).] Las especies pertenecientes a la familia
Triozidae han trifurcado la vena basal de las alas anteriores; B. cockerelli puede
identificarse, por los tres espolones apicales en las tibias de las patas traseras; La
ala anterior del insecto tiene caracteristicas adicionales, la membrana es
transparente sin coloracion; Insecto macho mostrando los genitales, Insecto hembra

mostrando los genitales en el extremo del abdomen (Abdullah, 2008; Nielsen, 2008).

Figura 8. Adulto de B. cockerelli

Temperatura y desarrollo.

El rango 6ptimo de temperatura es de 21-27°C (Capinera, 2001; Munyaneza, 2010),
temperatura arriba de 32°C es perjudicial para B. cockerelli porque reduce la puesta
de huevos y la eclosion, 27 °C es la temperatura optima para el psilido (Cranshaw,
2001).
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Dafio Ocasionado por Bactericera cockerelli.

Los psilidos de la papa se alimentan de la savia de las plantas hospederas; como
resultado de la alimentacion, producen el amarillamiento de la papa por efecto de las
toxinas (dafio toxinifero o directo), el efecto patolégico de la toxina es temporal. Las
ninfas, ademas de ser toxiniferas, producen secreciones cerosas de color
blanquecino, las cuales dan la apariencia de sal en las hojas, de donde deriva el
nombre de “salerillo de la papa” (Garzén, 2002a; Garzén, 2002b). B. cockerelli fue
reportado en México como vector de una enfermedad en tomate denominada
permanente del tomate (Garzon, 1986) y de la punta morada en papa donde se ha
determinado que el insecto puede transmitirlo en un tiempo de 15 minutos después
de su adquisicion (Garzon, 2002b); aunque la transmision de fitoplasmas es
considerado como un dafio secundario, en papa, jitomate y presumiblemente en
otros cultivos solanaceos, este tipo de dafio es de mayor relevancia econémica que
el dafio toxinifero. En la region del Bajio, los insectos vectores de virus y fitoplasmas
han adquirido gran importancia durante los Gltimos tres afios. El principal problema
ha sido la presencia de la enfermedad conocida como punta morada-manchado del
tubérculo de la papa, que causa grandes pérdidas al cultivo por la reduccion del
rendimiento y calidad de las papas; el incremento de este problema ha coincidido con
el incremento poblacional de su vector, el psilido B. cockerelli (Bujanos, 2003). La
presencia de poblaciones de psilidos durante la tuberizacion afecta
significativamente la produccion de tubérculos. Una vez que los tubérculos han
formado las plantas toleran mas el dafio (Nava, 2002). Las pérdidas en produccién
son del orden del 20 al 50%. Cuando las plantas son atacadas durante las primeras

etapas, los tubérculos brotan prematuramente en el almacén (Ferguson et al., 2001).
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del proyecto
El experimento se llevd a cabo en el invernadero de Parasitologia, las muestras
fueron procesadas en el laboratorio de Parasitologia Molecular de la Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro.

Obtencion de material bioldgico.

Obtencion de psilidos
Se colectaron adultos de B. cockerelli en cultivos de papa de la regidon con sintomas
de Punta morada de la papa y/o zebra chip, en el estado de Nuevo Ledn. Se
establecié bajo condiciones controladas una colonia de Bactericera cockerelli en el

invernadero de parasitologia, a una temperatura de 23 + 5 °C.

Obtencion de minitubérculos
Los minitubérculos se obtuvieron de Agricola la Agujita, ubicada en Toluca, edo. de
México. Los cuales fueron colocados en macetas y llevados al invernadero de

parasitologia para su crecimiento y desarrollo.

Infestacion de plantas de papa con B. cockerelli
Para inocular las plantas de papa con Calso y/o CaPa (Candidatus Phytoplasma
americanum), se colocaron 5 adultos de B. cockerelli portadores de la bacteria
durante 24 horas en plantas de papa dentro de bolsas de organza para su
alimentacion y oviposicion, Pasadas las 24 horas, los adultos fueron retirados
manualmente. Los huevecillos ovipositados en las plantas, fueron monitoreados
hasta la presencia del primer estadio ninfal (N1) para su posterior retiro. Se retiraron

50 N1 las cuales fueron colocadas en una planta de papa sana.

Para tener nuestra segunda infestacion en la cual fueron colocados 50 N1 de B.
cockerelli portadores de la bacteria, utilizando pequefas bolsas de organiza. Se
dejaron hasta completar su ciclo y los adultos fueron retirados manualmente y

puestos en alcohol al 70% y guardados a - 20 °C para su posterior analisis.
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Tercer infestacién se colocaron 12 adultos de B. cockerelli portadores de la bacteria
durante 24 horas y se continuo el mismo procedimiento que en las infestaciones

anteriores.

Cuarta Infestacion se colocaron en 3 plantas sanas, 100 N1 de B. cockerelli hasta

completar su ciclo.
Se siguid este mismo proceso hasta concluir con 8 infestaciones.

Por cada fecha de infestacion se conservaron muestras de insectos y material
vegetal (tallo, hoja) a los que posteriormente se analizaron por PCR, con el objeto de
determinar si eran portadores de la bacteria los cuales fueron puestos en alcohol y
llevados al refrigerador a una temperatura de -20 °C para posteriormente realizar los

analisis moleculares.

Extraccion de ADN vegetal
Para confirmar la presencia o ausencia de CalLso en material vegetativo se realiz6
extraccion de ADN, con el siguiente procedimiento de Doyle and Doyle (1990) con

ligeras modificaciones.

1. Se pesaron 100 mg de tejido vegetal se colocd la muestra en un tubo
eppendorf de 1.5 ml. Se triturd el tejido con el pistilo estéril en un mortero con
hielo seco y se le agregd 1 ml de solucién de extraccion 2 ME, CTAB. (2% p/v
CTAB,100 mM, Tris-HCL, PH 8, EDTA 2.0Mm, 1.4m Nacl, 1% p/v
polivinilpyrrolidona 40,000-) Precalentado a 65 °C. Se agreg6 2 pl de 2% beta
mercaptoetanol.

2. Se mezclo la solucién en vortex y posteriormente se incubo a 65°C por 45
minutos.

3. Se agregaron 500 pl de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 (frio), se agito por
inversion. Se centrifugd a 12,000 gravedades (g) durante 15 min y se recupero
la fase acuosa a un tubo nuevo, se agregoé nuevamente 500 ul de cloroformo:
alcohol isoamilico 24:1 (frio). Se agito por inversion. Se centrifugd a 12,000

gravedades (g) durante 15 min.
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4. Se recuperod la fase acuosa y posteriormente se agregd volumen igual de
isopropanol.

5. Se dej6 reposar toda la noche. Colocando las muestras en un refrigerador a
una temperatura de -20°C.

6. Posteriormente se sacaron las muestras del refrigerador y se centrifugaron a
12,000 gravedades (g) durante 10 min.

7. Se decanto y prepard una solucion de lavado con etanol frio al 70 % con 500
pl por lavado (2 lavados). Se centrifugé a 12,000 gravedades (g) durante 15
min cada vez.

8. Posteriormente, se desechd la solucion de lavado y se lavo la pastilla de ADN,
Se removio en etanol por decantacion y se colocaron los tubos invertidos, para
secar la pastilla de ADN. Se resuspendio la pastilla de ADN en agua MILIQ
agua inyectable o TE (30 A 100 pl) y se almacené a -20 °C hasta su posterior

uso.

Extraccion de ADN insectos

Para confirmar la presencia o ausencia de Calso en insectos de Bactericera
cockerelli de la colonia utilizada para el proyecto. Se realizd una extraccion de ADN.
(Doyle and Doyle, 1990).

Se utilizé 1 insecto de cada muestra guardada a -20°C, se colocdé en una sanita
estéril y se espero a la evaporaciéon del alcohol, posteriormente fue colocado en un

tubo eppendorf de 1.5 ml.

1. Se agreg6 300 pl de buffer de extraccién y se macero con un pistilo, hasta la
desintegracion del insecto; se agregé 200 pl de buffer procurando lavar el
pistilo, se agito 30 segundos en el vortex

2. Se agreg6 500 pl de cloroformo alcohol isoamilico en relacion 24:1 (frio). Se
centrifugo a 12,000 gravedades (g) durante 15 minutos

3. Se recuper¢ la fase acuosa y se coloco en un tubo nuevo, posteriormente se
agregd un volumen igual al recuperado de isopropanol frio y se invirtié varias

veces.
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4. Se colocaron las muestras a una temperatura de -20°C y se dejaron reposar
toda la noche.

5. Posteriormente, se sacaron las muestras y se centrifugaron a 12,000
gravedades (g) por 10 minutos para que se formara la pastilla.

6. Se removio6 el isopropanol por decantacion y se colocaron los tubos invertidos
en una sanita, para secar la pastilla de ADN. Se resuspendio la pastilla de
ADN en 50 pl de agua inyectable y se almaceno a -20 °C hasta su posterior

uso.

Con la finalidad de estimar la calidad y cantidad del ADN extraido en las muestras de
papa e insectos, se prepard un gel de agarosa 1x y se realiz6 una separacion de
moléculas por electroforesis. Se realizé una comparacion de las bandas visualizadas
en el gel con un perfil de ADN cuantitativo. A continuacion se presenta el
procedimiento de preparacion del gel para la electroforesis.

Se pesaron 0.5 gr de agarosa; posteriormente se midieron 50 ml de buffer de Tae 1x,

se colocaron en un matraz y por medio de la agitacion y calor se mezclaron.

Se dej6 enfriar y se agregaron 3ul de bromuro de etidio, se vacio en la camara para
el enfriamiento y gelificacion. Para posteriormente cargar las muestras colocando 8 pl
de AND y 3 pl de buffer de carga, colocando en cada posillo un total de carga de 11
ul el cual fue conectado a la carga de poder dejandolo 45 minutos a 800 voltios y 500
rom. Al término del programa el gel fue observado en el fotodocumentador para

visualizar la calidad de ADN.

Posteriormente, se realiz6 una prueba de amplificacién de CalLso por PCR a partir de
una mezcla con los siguientes reactivos; 7.5ul de Mytagmix 2x, 1.5 pl de primer
CL514R, 1.5 ul de primer CL514F, 3.5 ul de agua, 1 pl de ADN total de cada una de

las muestras.

La amplificacién por PCR para CalLso se llevo a cabo con los iniciadores OA2/0Oi2c
(5'-GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA-3') (5'- GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-
3) 'y CL514F/CL514R (5~ 24 CTCTAAGATTTCGGTTGGTT-3) (5
TATATCTATCGTTGCACCAG-3') que amplifican una region de 1160 y 669 pb. El
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programa de amplificacion fue un ciclo inicial de 95°C por 1 min, seguido de 42 ciclos
de 95°C por 30s, 51°C por 30s y 72°C por 1min, con un ciclo adicional de 72°C por

10 min.

1. Serealizé una mezcla en la cual se afiadio:
v' 600 pl de Mitagmix 2x
v" 60 pl de Primer CL514R
v" 60 pl de Primer CL514F
v' 240 ul de agua

2. Después de obtener la mezcla se procedi6é a vaciar en los tubos 40 ul de la

mezcla.
3. Se agregd 1 pl de ADNg a cada tubo mas 5 ul de aceite mineral

4. Después de obtener nuestras muestras mas nuestro control (+) y (-) se
procedi6 a depositarlas dentro del termociclador con una duracion de
programa de 3:32 horas para la amplificacion de “Candidatus Liberibacter

solanacearum”
5. Al término del programa se realizd electroforesis en la cual se cargaron las

muestras en un gel para posteriormente observarlo en el fotodocumentador y

visualizar la amplificacion de nuestra reaccion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de calidad de extraccion de ADN

El proceso de extraccion de ADN implica romper o digerir las paredes celulares para
liberar los constituyentes celulares. A esto le sigue la lisis de las membranas
celulares para liberar el ADN para su posterior amplificacion. EI ADN extraido resulté
adecuado para efectuar las amplificaciones por PCR. Después de la electroforesis, el
gel se visualiz6é bajo un transiluminador UV y fue registrado utilizando el Sistema de
Documentacion de Gel. Las muestras de follaje de papa muestran buena calidad de
ADN (figura 10).

(m1 [ m2 ['m3 § ma Pms | mb § m7 |

Figura 9. En la imagen se puede observar gel de agarosa resultado de electroforesis
para visualizar la integridad del ADN en material vegetal de papa (1-7).

Después de la electroforesis, el gel en donde se cargaron las muestras de los
insectos se visualizd bajo un transiluminador UV y fueron registrados utilizando el

Sistema de Documentacion del gel. Se observé buena calidad de ADN (figura 11).

Figura 10. En la imagen se pude observar el gel de agarosa resultado de
electroforesis para visualizar calidad de ADN en adultos de B. cockerelli.
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Deteccion de ““Candidatus Liberibacter solanacearum
En la Figuras 11, se observan los resultados obtenidos de las amplificaciones por
PCR producto de las muestras vegetales e insectiles, obtenidas de las diferentes
infestaciones, las cuales fueron llevadas a cabo en los meses Abril- Diciembre. En
los carriles de (1-7) corresponde a insectos adultos de B. cockerelli, en tanto los
carriles (1-6) corresponden a muestras de tejido vegetal de las plantas de papa.
Cada una de las muestras indica una de las infestaciones, las cuales fueron
realizadas cada que se completaba el ciclo del vector, tentativamente fueron llevadas
a cabo en un promedio de un mes. En la imagen se observa que no hubo
amplificacion en ninguna de las infestaciones, de esta manera se demuestra la
ausencia de la bacteria. El resultado de este analisis, fue a través del empleo del par

de oligonucledtidos OA2/0i2c especificos al gen 16S rRNA, correspondientes a la

bacteria CalLso.
1 2 3 45 6 7 mm

mm= marcador molecular
C+= control positivo
C-= control negativo

Amplificacion de control
positivo

Figura 11. Se observa el gel de electroforesis en la cual no se detecto la presencia
de CalLso en los insectos de B. cockerelli, utilizados en la inoculacién de las plantas.

Al igual que no se detectd Calso en las muestras de tejido vegetal de papa.

Carril 1 al 7: Follaje de papa, carril 8: Marcador de peso molecular de 1 kb, carril 8 al

13: B. cockerelli, carrill4: Testigo positivo, carril 15: Testigo negativo.
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Uno de los factores para llegar a este resultado, pudo ser la cantidad de adultos
colocados en las plantas, ya que en la primera infestacion el 28 de Abril solo fueron
colocados 10 especimenes en cada planta, siendo necesario tal vez un numero
mayor de hechos por planta y el periodo de incubacion, siendo necesario dejar mas
de 24 horas a los adultos de B. cokerelli en las plantas para obtener mejores

resultados.

Se utilizaron plantas de papa de la variedad agata, la cual es susceptible a
“Candidatus Liberibacter solanacearum’, este pudo haber sido otro factor en los
resultados, siendo que cambiando a otra variedad como hubiéramos tenido una

mejor respuesta en la infestacion.
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CONCLUSION.

» Del total de la muestras analizadas, ninguna amplificé para “Candidatus
Liberibacter solanacearum” en tejido vegetal e insectos de Bactericera
cockerelli respectivamente. Con lo cual se deduce que si se puedo obtener la
colonia libre de la bacteria, pero por factores externos no controlados por
nosotros, la colonia no se logré mantener y por lo tanto se dio por terminado el

trabajo.
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