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El psilido de la papa y del tomate Bactericera cockerelli (Hemiptera: Triozidae), es una
plaga importante en cultivos horticolas a nivel mundial, transmite a Candidatus
Liberibacter solanacearum, bacteria obligada a floema de las plantas, no cultivable y dificil
de controlar. EI manejo de este patdgeno se enfoca en disminuir fuentes de inoculo usando
plantas sanas, remocion de plantas sintomaticas, control quimico del insecto vector y el uso
de antibioticos para reducir la transmision de la bacteria. Actualmente de manera natural
un alto porcentaje de estos psilidos son positivos con dicha bacteria. La importancia de
obtener una colonia libre de Calsol radica en comprender mejor las interacciones
hospedero-parasito donde se necesitaran como referencia un control negativo, es decir, una
colonia de insectos libres de CalLsol. Debido a que no hay informacién respecto a como
eliminar a la bacteria del insecto, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto
de tres antibidticos, ampicilina, tetraciclina y rifampicina administrados a Bactericera
cockerelli en Candidatus Liberibacter solanacearum. Se propusieron dos estrategias de
administracion de antibioticos a B. cockerelli (método de esqueje y método de pelicula
residual), donde se utilizaron tres antibidticos con cinco dosis evaluando mortandad y
deteccidén de Calsol mediante gPCR. En el M.E las concentraciones que eliminaron a
CaLsol en B. cockerelli fueron ampicilina a 2.5 pg/mL vy tetraciclina a 10 pg/mL. En el
M.P.R las concentraciones que eliminaron a CalLsol fueron ampicilina a 25 pg/mL,
tetraciclina a 75 pg/mL y rifampicina a 7.5 pg/mL. Sin embargo, los tratamientos de
tetraciclina a 10 pg/mL por M.E y ampicilina a 25 pg/mL por M.P.R mostraron mortandad
en los insectos, por lo que estas concentraciones no serian tan aptas para obtener una
colonia de insectos libres de la bacteria en comparacion con las que no mostraron

mortandad en los insectos.

Palabras clave: ampicilina, tetraciclina, rifampicina, control.
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The potato and tomato psyllid Bactericera cockerelli (Hemiptera: Triozidae), is an
important pest in world-wide horticultural crops, transmits to Candidatus Liberibacter
solanacearum, bacteria bound to plant phloem, not cultivable and difficult to control.
The management of this pathogen focuses on reducing sources of inoculum using
healthy plants, removal of symptomatic plants, chemical control of the vector insect and
the use of antibiotics to reduce the transmission of the bacteria. Nowadays a high
percentage of these psyllids are naturally positive with this bacterium. The importance of
obtaining a CaLsol-free colony lies in better understanding host-parasite interactions
where a negative control will be needed as a reference, that is, a CaLsol-free insect
colony. Because there is no information on how to eliminate the bacteria from the insect,
the objective of this investigation was to determine the effect of three antibiotics,
ampicillin, tetracycline and rifampicin administered to Bactericera cockerelli in
Candidatus Liberibacter solanacearum. Two antibiotic administration strategies were
proposed to B. cockerelli (cutting method and residual film method), where three
antibiotics were used with five doses assessing mortality and detection of CaLsol by
gPCR. In the M.E the concentrations that eliminated CaLsol in B. cockerelli were
ampicillin at 2.5 pg / mL and tetracycline at 10 pg / mL. In the M.P.R the concentrations
that eliminated CaLsol were ampicillin at 25 pg / mL, tetracycline at 75 pg / mL and
rifampicin at 7.5 pg / mL. However, tetracycline treatments at 10 pug / mL for M.E and
ampicillin at 25 pg / mL for M.P.R showed insect mortality, so these concentrations
would not be as suitable for obtaining a colony of bacteria-free insects compared with
those who showed no insect mortality.

Keywords: ampicillin, tetracycline, rifampicin, control.



INTRODUCCION

En los ultimos afios cultivos de solandceas como la papa, el tomate y el chile, se han
visto afectados por problemas fitosanitarios relacionados con insectos vectores de
patbgenos como virus, bacterias y fitoplasmas, causantes de enfermedades de
importancia, los cuales reducen el rendimiento ademas de ocasionar la pérdida del valor

comercial de la cosecha (Flores et al., 2004).

En México se presentan tres enfermedades de importancia agricola en cultivos de
solanaceas que han originado cambios importantes en la agricultura del pais. En el
cultivo de papa la enfermedad zebra chip (ZC), en tomate permanente del tomate (PT) y
en chile variegado del chile (VC) o brotes cloréticos (BC) son enfermedades descritas
con sintomas similares de aborto de flor, oscurecimiento de tejido vascular en la base del
tallo y raiz de las plantas. Se ha mencionado la asociacion entre estas enfermedades y la
bacteria emergente CalLsol asi como al psilido Bactericera cockerelli como su vector.
Estas enfermedades se han diseminado a las principales regiones productoras de
solanéceas en México tanto en condiciones de campo como en invernadero (Melgoza et
al., 2018). CaLsol es un microorganismo intracelular del insecto vector B. cockerelli que
provoca la enfermedad ZC en el cultivo de papa, ademas de afectar a otras especies de la
misma familia (Nachappa et al., 2011). Después del Huanglongbing conocido también
como enverdecimiento de los citricos, siendo la enfermedad més devastadora a nivel
mundial de estos (Gottwald, 2010), CaLsol se considera una bacteria de similar

patogenicidad con una muy alta agresividad y dificil de controlar.

El psilido de la papa, B. cockerelli (Sulc.) (Hemiptera: Triozidae), es una plaga
importante en cultivos horticolas a nivel mundial, en América se encuentra altamente
distribuida en las principales regiones productoras de solanaceas, extendiéndose en EE
UU, Mexico, Centroamérica y Nueva Zelanda (Munyaneza et al., 2007; Teulon et al.,
2009). Esta especie pertenece a la familia Triozidae, los cuales se alimentan mediante su
estilete succionando los conductos vasculares del floema de las plantas (Percy, 2003) de

diferentes hospederos, preferentemente los que pertenecen a la familia de las solanaceas



como lo son, papa (Solanum tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum) y chile
(Capsicum spp), (Hodkinson, 2009).

Al alimentarse presentan dos tipos de dafios, el dafo directo, que se da cuando succionan
la savia provocando amarillamientos en las plantas debido a la inyeccion de una toxina
(List, 1935) y el dafio indirecto, considerado el mas perjudicial, ya que transmite
organismos intracelulares y a la bateria CaLsol (Liefting et al., 2009); este agente causal
provoca en papa necrosis interna en los tubérculos nombrando a la enfermedad como
zebra chip (ZC) (Munyaneza et al., 2007a), en tomate la enfermedad es conocida como
permanente del tomate (PT) (Garzon et al., 2009) y en chile variegado del chile (VC) o
brotes cloréticos (BC) (Elizalde et al., 2016), cuya sintomatologia demerita la calidad,
reduce la produccion y dificulta su comercializacion provocando pérdidas considerables
en diferentes zonas productoras donde B. cockerelli es el insecto mas comdn y
abundante en los cultivos infectados (Cadena et al., 2003). En un estudio reciente
Venkatesan et al., 2010, observo que B. cockerelli por si sola, sin portar CaLsol puede
causar los sintomas de la punta morada de la papa (PMP) en la parte aérea de la planta,
pero no en los tubérculos y solamente que el psilido de la papa sea portador de la
bacteria entonces aparece el manchado interno en los tubérculos. Los mismos
investigadores sefialan que se desconoce el mecanismo por medio del cual B. cockerelli

por si sola causa los sintomas en la parte aérea de la planta.

La enfermedad ZC documentada por primera vez en el afio de 1994 en Saltillo en el
estado de Coahuila, México (Munyaneza et al., 2009) esta asociada con CaLsol una a-
proteobacteria, gram negativa, no cultivable (Hansen, 2008; Lin et al., 2009). CaLsol es
una bacteria filamentosa que se aloja en los tubos cribosos del floema de las plantas y se
presenta en forma similar a un bacilo midiendo aproximadamente 0.2 pm de ancho y 4
um de largo cuando termina su ciclo celular. Se transmite por el insecto vector B.
cockerelli siendo este la fuente de inoculo més importante debido a que se presenta en
altas poblaciones (Olivas, 2013). Al momento en que B. cockerelli se alimenta de la
savia del floema de una planta infectada con CaLsol el patdgeno es adquirido por el
vector donde las células bacterianas pasan a traves de la pared celular del canal

alimenticio, moviéndose por la hemolinfa llegando finalmente a las glandulas salivales



(Haapalainen, 2014), originando una transmision horizontal, pues al momento de
alimentarse de plantas infectadas, este vector puede transmitir a dicha bacteria por medio
de secreciones salivales a plantas no infectadas (EPPO, 2013). Esta bacteria ademas de
afectar a solanaceas, también afecta a distintos cultivos pertenecientes a la familia de las
apiaceas (Liefting et al., 2008; Aguilar et al., 2013). Una forma de dispersion de CaLsol
es mediante semilla infectada, que forma parte del in6culo primario en campo e
influencia la incidencia inicial de la enfermedad y el comportamiento de la epidemia
(Camacho et al., 2011).

En el cultivo de tomate, los sintomas del PT se caracterizan por un enrollamiento de las
hojas inferiores, estas hojas son quebradizas, crecimiento apical espigado y clorético,
retraso en el desarrollo de la planta y en algunos cultivares deformacion del fruto y las
flores son abortadas; sin embargo, se llega a presentar una sobre brotacion de yemas que
forman tallos delgados que florecen y llegan a produccion de frutos pequefios (Mendoza
et al., 2018). En el cultivo de papa, los sintomas de ZC se caracterizan por brotes
amarillentos, sobre crecimiento de entrenudos, brote de tubérculos aéreos,
oscurecimiento radial del tubérculo, lenticelas agrandadas en el tallo subterraneo,
colapso de estolones, lesiones color marron en el anillo vascular, necrosis en los tejidos
internos y ocasionalmente rayado color marrén en el tejido medular (Munyaneza et al.,
2007b). En los tubérculos de papa presentan pardeamiento interno, lo cual no es
deseable para el consumo en fresco ni para la industria (Gonzalez et al., 2014).
Finalmente, en chile los sintomas de VC son crecimiento apical clorético o color verde
palido, deformacion de las hojas, acortamiento de entrenudos y retraso general del

crecimiento (Munyaneza et al., 2009a).

En México, las pérdidas ocasionadas en estos cultivos por la bacteria CaLsol van del 30
al 95% (Rubio, 2016), la cual ocasiona reduccién en el rendimiento y calidad de la
cosecha. La infeccion de CalLsol puede ocurrir en todas las etapas del ciclo biologico de
B. cockerelli. Datos obtenidos por Munyaneza indican que solo es necesario un
espécimen de B. cockerelli para transmitir a Calsol dos horas después de la
colonizacion de la planta (Munyaneza et al., 2010). Por otra parte, la edad fisiologica del

vector no influye en la capacidad para transmitir la bacteria; sin embargo, las ninfas de



B. cokerelli requieren menor tiempo (15 min) que los adultos (30 min) para adquirir a
Calsol (Garzon et al., 2009a). En afios anteriores, los sintomas del agente causal de la
enfermedad eran atribuidos a virus, fitoplasmas e incluso dafio por insectos (Palomo et
al., 2017).

Su control se basa principalmente en disminuir las elevadas poblaciones de B. cockerelli
para el cual existen diferentes métodos, siendo el control quimico una herramienta util
(Liu y Trumble, 2007). El uso repetido de plaguicidas por lo general induce a que una
poblacién adquiera resistencia (Lagunes y Villanueva, 1994). Para asegurar el
rendimiento y la calidad de la produccién, se han implementado précticas como el
establecimiento de fechas de siembra, eliminacion de focos de infestacion, uso de
semilla sana y de enemigos naturales, asi como el uso intensivo de agroquimicos con la
finalidad de disminuir las poblaciones del psilido y en consecuencia reducir la incidencia
de estas enfermedades (Avilés et al., 2003). Actualmente las medidas empleadas para
combatir la enfermedad no han sido eficientes (Poghosyan y Lebshy, 2009; Sanchez,
2010).

Debido a esta problematica se considerd importante realizar un estudio donde se aplica
el uso de antibi6ticos para el control de la bacteria CaLsol directamente en el insecto
vector B. cockerelli, y con ello determinar sus efectos sobre este microorganismo
intracelular donde los resultados proporcionaran una base para el desarrollo de nuevos
protocolos para la manipulacion de estos insectos, ademas de ser utilizada como control
negativo, es decir, libres de CalLsol, para futuras investigaciones encaminadas a la
eliminacién de este microorganismo o de agentes infecciosos de similar patogenicidad,
ya que actualmente, de manera natural estos psilidos se encuentran en su mayoria
positivos con dicha bacteria, ademas de que solamente se han realizado investigaciones
para el control de bacterias emparentadas a Candidatus en insectos como afidos, mosca
blanca, nematodos y partes vegetales de plantas, por lo que no hay informacion al
respecto con el uso de antibidticos, la bacteria CaLsol y su vector B. cockerelli.



Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto de tres antibioticos, ampicilina, tetraciclina y rifampicina

administrados a Bactericera cockerelli en Candidatus Liberibacter solanacearum.

Obijetivos especificos

e Establecer y mantener una colonia de Bactericera cockerelli infectada con
CalLsol en jaulas entomoldgicas en invernadero.

e Determinar las dosis de antibidtico y las estrategias de administraciéon a adultos
de Bactericera cockerelli mediante un bioensayo in vitro.

e Evaluar el efecto de la administracion de los tres antibidticos en presencia de
CaLsol en Bactericera cockerelli con las dosis y estrategias de administracion

determinadas.
Hipotesis

Candidatus Liberibacter solanacearum puede ser eliminada de Bactericera cockerelli
con el uso de antibidtico.



REVISION DE LITERATURA

Los insectos albergan una amplia gama de microorganismos intracelulares, ya sea como
microorganismos simbiontes distribuidos en muchas partes del mismo huésped o como
simbiontes restringidos a un solo tipo de célula del insecto (Werren, 1997). Estas
asociaciones han involucrado un impacto perceptible en la forma fisica (crecimiento,
supervivencia y fecundidad) del huésped. En los Gltimos afios ha habido un interés en
estas asociaciones intimas. En consecuencia, los microorganismos intracelulares a
menudo se consideran intratables a los experimentales, sin embargo, la eliminacion de
los simbiontes asociados al insecto huésped ha demostrado ser una valiosa alternativa

para el estudio a largo plazo (Wilkinson, 1997).

Varios enfoques han adoptado e incluido el tratamiento térmico, inyeccion de lisozima'y
tratamiento con antibidticos. El tratamiento térmico es util solo cuando la tolerancia
térmica del huésped supera la del microorganismo intracelular y ha sido adoptada para
eliminar los simbiontes de varios escarabajos, sobre todo del genero Sitophilus (Nardon
y Grenier, 1988). La inyeccion de lisozima, enzima bactericida que impide infecciones y
que esta presente en numerosas sustancias segregadas por los seres vivos como las
lagrimas, saliva o la leche, ha sido desacreditada tras la evidencia de efectos deletéreos
sustanciales en los tejidos del huésped (Wharton y Lola, 1969). EI método mas
ampliamente adoptado para curar insectos de sus simbiontes es la terapia con
antibidticos, administrada ya sea por via oral, a través de dietas quimicamente bien
definidas, o por microinyeccion. Los insectos libres de simbiontes resultantes son
referidos como aposimbiontes. Estudios con el uso de antibiéticos para eliminar
microorganismos procariotes se han llevado a cabo muy poco, particularmente en
relacion con aquellos que provocan efectos nocivos en los tejidos de los insectos.
(Daniel y Brooks, 1972).

Los afidos deben mucho de su éxito como comedores de floema y una asociacion intima
con bacterias (Buchner, 1965; Douglas, 1989). Las bacterias en los pulgones a pesar de
varios intentos siguen siendo incultivables y solo pueden mantenerse aisladas del
huésped por unas horas (Whitehead y Douglas, 1993). La metodologia mas ampliamente

adoptada para eliminar la bacteria es una dosis oral de antibidtico, generalmente una



tetraciclina o rifampicina, administrada a través de una dieta definida quimicamente.
Otra alternativa para administrar antibidticos es por microinyeccion en el hemocele de
insectos adultos (Sasaki et al., 1990).

Estudios recientes demuestran que el tratamiento de los afidos con antibidticos para
eliminar las bacterias simbidticas no tiene ningun efecto directo sobre la biologia del
afido. En particular, el tratamiento con antibioticos no deprime el elogio mitocondrial, la
asimilacion de los aminoacidos dietéticos o la incorporacion de aminoacidos en
proteinas. Los afidos aposimbidticos no perjudican la osmorregulacion, la tasa de

alimentacion y capacidad de penetracion en tejidos vegetales (Douglas, 1992).

Recientemente se han aplicado técnicas de eliminacion selectiva basadas en antibioticos
(Ryuichi et al., 2007). Se idearon para el sistema pulgon del guisante y su simbionte, el
tratamiento con antibiotico ampicilina que elimina selectivamente al simbionte
facultativo Serratia. La eliminacién selectiva de Serratia era dependiente de la dosis de
antibiotico; la administracion de ampicilina a las dosis de 1000, 100 y 10 ng/mg de peso
corporal ha dado como resultado 100%, 60% y 0%, de eliminacion exitosa a Serratia
respectivamente. La accion antibiotica de ampicilina es un inhibidor del crecimiento de

la sintesis de la pared celular bacteriana (Spratt y Cromie, 1988).

Mientras que el tratamiento con rifampicina a una dosis baja elimina selectivamente el
simbionte obligado Buchnera desde el insecto huésped (Koga et al., 2007). Con una
administracion de rifampicina a las dosis de 20 y 2 ng/mg de peso corporal. La
rifampicina, su modo de accion provoca una alteracion del metabolismo o la estructura
de los acidos nucleicos (Houk y Griffiths, 1980; Ishikawa y Yamaji, 1985; Rahbe et al.,
1994). La rifampicina es conocida por ser eficaz para eliminar a Buchnera que es una

bacteria patdgena del pulgon del guisante.

Cabe sefialar que estas técnicas se han desarrollado y utilizado de manera empirica. No
se han realizado estudios sobre la optimizacion de la selectividad y eficacia de las
técnicas de eliminacion del simbionte. No hay estudios que han evaluado la generalidad

de las técnicas de eliminacién selectiva bajo parametros variables tales como la dosis de



antibioticos y genotipo del huésped. Con el fin de mejorar la utilidad de las técnicas,
debe llevarse a cabo un estudio sistematico de estos aspectos.

Los antibidticos se han utilizado para controlar las enfermedades bacterianas de arboles
frutales y para limitar la contaminacion de los cultivos de micropropagacion y cultivo de
tejidos por més de 50 afios (Waksman, 1996). Cerca de 40 antibidticos se han aplicado
para el control de enfermedades de las plantas, pero menos de 10 se han usado
comercialmente, de ellos solo estreptomicina y tetraciclina han tenido un uso
significativo en arboles frutales, principalmente en estudios con citricos para el control
del HLB, Candidatus Liberibacter asiaticus (Zhang et al, 2011). La tetraciclina ha sido
el Unico antibidtico que se ha aprobado para su uso a través de la inyeccién en los
troncos de los arboles de cocotero y olmo para tratar enfermedades como el

amarillamiento letal, causadas por fitoplasmas (Goodman, 1959).

Durante la decada de 1970, la tetraciclina se evalu6 mediante inyeccion directa en los
troncos de los arboles de citricos infectados con HLB en Africa del Sur, China e
Indonesia (Supriyanto y Whittle, 1991; Van Vuuren et al., 1977). Con tetraciclina se
observo una reduccion significativa de los sintomas en los arboles tratados, sin embargo,
esta practica de control se suspendié después debido a que tetraciclina solo es
bacteriostética, no bactericida y se requeria que el tratamiento se repitiera afio tras afio.
Ademas, después de varias inyecciones al tronco, la fitotoxicidad del antibiético se hizo
evidente en los arboles de citricos inyectados (McManus y Jones, 1994; Shelton y
Badenes, 2006).

La mayor preocupacion de los que se oponen al uso de antibidticos en plantas es que la
pulverizacion con antibidticos en el entorno abierto y a través de grandes extensiones de

tierra puede aumentar la aparicion de bacterias resistentes a estos.

Las moscas blancas y otros homopteros tienen la capacidad Unica para alimentarse
exclusivamente de savia de floema, lo cual es rica en carbohidratos, pero deficiente en
aminoacidos esenciales. Esta capacidad ha sido sin duda vinculada a algunos
endosimbiontes en estos insectos. Estos endosimbiontes a menudo se localizan en

vesiculas dentro de células de insectos especializadas llamados bacteriocitos, y su



agregacion dentro de la cavidad del cuerpo se llama bacterioma. Los endosimbiontes en
los insectos generalmente se clasifican en dos tipos: endosimbiontes primarios (p-
endosimbiontes) y endosimbiontes secundarios (s-endosimbiontes). Los endosimbiontes
primarios son morfoldgicamente similares entre si y se albergan en bacteriocitos; Los
endosimbiontes secundarios son morfolégicamente diferentes y no estan restringidos a
los bacteriocitos, sino que estan presentes en casi todos los tipos de células del insecto
huésped (Baumann et al., 2000).

Bactericera cockerelli (Sulc) y Diaphorina citri (kuwayama) (Hemiptera), (Psyllidae)
son vectores de Candidatus Liberibacter spp, agentes bacterianos de enfermedades
agricolas graves. La rapida expansion de las distribuciones geograficas de estas
enfermedades dicta una creciente urgencia para su control. Descripciones concisas de los
sistemas digestivos del vector psilido son necesarias para entender la via de transmisién
de patdgenos transmitidos por estos vectores, desde la ingestion hasta el paso a través de
los drganos internos consecutivos y durante la transmision a la planta huésped posterior.
Solo hay informacién disponible sobre la organizacion del sistema digestivo del psilido

y proviene de estudios realizados hace mas de 80 afios (Dufor, 1833).

Se han desarrollado varios estudios del sistema digestivo de Bactericera cockerelli y
Diaphorina citri para que sus componentes puedan ser reconocidos e identificados a
nivel estructural durante la transmision, y se ha reconocido y echo mayor énfasis en el
componente principal de alimentacion conocido como “camara de filtro” que es el
primer érgano donde se ha encontrado el patégeno cuando llega al sistema digestivo de
estos, ambas especies dentro de esta camara tienen un par de glandulas salivales
primarias (PSG) y un par de glandulas salivales accesorias localizadas dorso
ventralmente. (Cicero et al., 2009). El canal alimentario de Diaphorina citri y
Bactericera cockerelli no muestra diferencias en la organizacién anatdmica

macroscopica.
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Antibioticos (bactericidas sistémicos)

Los antibidticos se han utilizado desde la década de los 50°s para el control de ciertas
enfermedades bacterianas en frutales, hortalizas y plantas ornamentales. La definicion
clasica de un antibiotico es una sustancia producida por un microorganismo que inhibe o
mata a otro organismo. (McManus et al., 2002). Los siguientes son algunos de los

antibidticos mayormente estudiados y utilizados en la agricultura:

Estreptomicina: Antibiotico aminoglicésido el cual es formulado como sulfato o nitrato
de estreptomicina y desde su introduccion en 1955 ha sido el principal antibiotico
utilizado en la agricultura. Entre los patégenos en los que se ha utilizado figuran:
Pectobacterium, Erwinia, Pseudomonas, Xanthomonas y Agrobacterium (Virgen, 2010).
Nombres comerciales: Agrimycin 100, Agrimycin 17, Agri strep, Cuprimicin 100,
AgrimyCu 100, Bactrol 2X, Bacter stop. Modo de accion: Enlaza aminoacidos
especificos de la subunidad 30S ribosomal. Provoca cambios en la configuracion de

proteinas y evita el enlace de ellas.

Oxytetraciclina: Es un antibiotico del grupo de las tetraciclinas, formulado cominmente
como un complejo de oxytetraciclina de calcio 6 hidrocloruro de oxytetraciclina, ha sido
utilizado para el control de Erwinia amylovora como en Xanthomonas y Pseudomonas
en varios paises. Nombres comerciales: Terramicina Agricola 5%®, Myco shield®,
Terra Q 5%®, Cuprimicina agricola®. Modo de accién: Actla a nivel ribozomal sobre
la produccion de aminodacidos, ligandose a una de las proteinas en la subunidad 30s

ribosomal.

Gentamicina: Antibiotico aminoglicosido, formulado comUnmente como sulfato de
gentamicina y algunas veces mezclado con oxytetraciclina, el cual se ha utilizado para el
control de tizon de fuego de peral y manzano, asi como en varios cultivos horticolas con
enfermedades bacterianas causadas por diversos géneros, entre estos Pectobacteriu,

Erwinia, Pseudomonas y Ralstonia. Nombres comerciales: Agrigent®, Genoxi®.

Acido Oxolinico. Es un antibidtico sintético del grupo de las quinolonas, el cual se ha

utilizado especialmente en Israel para el control del tizon de fuego de peral y manzano
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(Shteinberg, 2001), especialmente en &reas donde se ha detectado resistencia a la

estreptomicina.

Kasugamicina. Es un antibiético del grupo de los aminoglucésidos - aminociclitoles
obtenido de la fermentacion de Streptomyces kasugaensis. Este antibidtico se ha
utilizado en diversas areas del mundo y en distintos cultivos. Este antibidtico se actla
inhibiendo la sintesis proteica (Woodcock et al., 1991). Recientemente este antibidtico,
ha sido registrado por la EPA para su uso en ocho hortalizas con tolerancias de 0.04
ppm. Antibidtico del grupo de los Aminoglucésidos, fungicida bactericida. Nombres

comerciales Kasumin.

Definitivamente, para alcanzar el éxito de la aplicacion de los compuestos quimicos
antes sefialados, se debe considerar que la aplicacion de estos se debe realizar de manera
preventiva, en el caso de los antibiéticos en etapas muy tempranas, considerando las
condiciones ambientales que puedan favorecer la presencia y desarrollo de las bacterias
en las plantas; ademas, se deben tener en cuenta factores que favorecen a la aplicacién
misma y que influyen en el éxito de control, estos incluyen:

e Momento oportuno de la aplicacion.
e Producto adecuado de acuerdo al tipo de patégeno.
e Dosis adecuada del producto.

e Meétodo y equipo de aplicacion (cantidad de agua, tipo de boquilla, hora de
aplicacion, condiciones climéticas, etc.).

Finalmente, un antibidtico ideal debe tener caracteristicas que le permitan un uso

eficiente en el control de enfermedades causadas por bacterias, estas incluyen:

e Dosis correcta.

e Utilizacidn de penetrantes.

e NuUmero de aplicaciones.

¢ Intervalo de aplicaciones.

e Seleccidn del mejor producto.
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Bactericera cockerelli (Sulc.)

Descrita por T. D. Cockerell en Colorado, USA en 1909. Posteriormente Sulc en el
mismo afio, la denomina cientificamente como Trioza cockerelli (Richards, 1928; Sulc,
1909). Afos mas tarde (Crawford, 1911) asigna a esta especie al género Paratrioza.
Actualmente se conoce como Bactericera cockerelli (Burckhardt y Lauterer, 2007). En
algunas regiones productoras de solanaceas se le denomina comdnmente como pulgon

saltador, salerillo o psilido de la papa y del tomate (Garzén et al., 2005).

B. cockerelli es una plaga de importancia econoémica ya que se ha reportado un rango de
hospederos de 40 especies en 20 familias, teniendo preferencia por la familia solanacea
(Wallis, 1951). Entre las que sobresalen papa (Solanum tuberosum), tomate (Solanum
lycopersicum), chile (Capsicum annuum), y berenjena (Solanum melongena). La
importancia de este insecto radica en que al alimentarse acumula gotas de miel que da
como resultado un moho que interfiere con la fotosintesis y puede contaminar el fruto.
Al alimentarse del floema de las plantas hospederas causa una enfermedad llamada “el
amarillamiento del psilido” (Butler y Trumble, 2012), ademas de que transmite la

bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum.

Estudios indican que B. cockerelli, ademas de portar CaLsol, cuenta con tres bacterias
intracelulares procaridticas (simbiontes) asociadas con éste; el primario o simbionte
obligado (Carsonella rudii) (Thao et al., 2000) y dos facultativos, un secundario (S) y
dos cepas diferentes de Wolbachia (Nachappa et al., 2011a). Esos simbiontes son

heredables y se transmiten de la madre a la progenie (Nachappa et al., 2012).

El simbionte primario influye en los procesos biolégicos fundamentales del insecto con
el hospedante, y es requerido para la sobrevivencia y desarrollo del psilido, ademas de
simbiontes facultativos que lo influencian ecoldgicamente. Por ejemplo, Wolbachia spp.
Puede manipular la reproduccién en el insecto, y provee de hembras infectadas que
tienen ventaja reproductiva en comparacién con las hembras que no lo estan. Lo anterior
incrementa la dispersion de Wolbachia spp., ademas de incentivar el incremento de
insectos y el aumento en el porcentaje de vectores para la transmision de Liberibacter en

solanaceas (Nachappa et al., 2014).
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CaLsol, al competir con los simbiontes de Bactericera cockerelli, ocasiona que las
poblaciones de éstos tiendan a disminuir por la cantidad de bacterias ubicadas en el

aparato digestivo; de tal manera que se ven afectados los estados fisiologicos del insecto.

Actualmente se esta investigando la identificacion de simbiontes asociados con B.
cockerelli. A demaés confirmar la presencia de los endosimbiontes mencionados
anteriormente, recientemente se han informado otros endosimbiontes secundarios
asociados con el psilido de la papa, incluidas las bacterias, Acinetobacter, Methyllibium,
Rhizobium, Gordonia, Mycobacterium y Xanthomonas (Arp et al., 2014). Actualmente,
hay poca informacion disponible sobre la interaccion y la relacion simbionte entre estos
microorganismos y el psilido de la papa.



Clasificacion taxonodmica de Bactericera cockerelli

Clasificacion taxonomica de acuerdo al CABI 2018

Dominio: Eucariota
Reino: Metazoa
Filo: Arthropoda
Subfilo: Uniramia
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorrhyncha
Superfamilia: Psylloidea
Familia: Triozidae
Género: Bactericera

Especie: Bactericera cockerelli

14
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Ciclo de vida de Bactericera cockerelli

El ciclo de B. cockerelli estd conformado por huevecillos, cinco instares ninfales y
adulto, este requiere de 355 unidades calor (Cuadro 1). El ciclo de vida de huevecillo a
adulto en condiciones normales varia de 20-26 dias aproximadamente, pero esto
dependera de las temperaturas a las que se exponga, asi como de la planta en la cual se
desarrolle (Xiang-Bing y Tong-Xian, 2009). (Figura 1).

Cuadro 1. Distribucion de unidades calor de Bactericera cockerelli.

Ciclo Biologico Unidades Calor

1° instar (Ninfa 1) 71.72
2° instar (Ninfa 2) 53.68
3° instar (Ninfa 3) 47.58
4° instar (Ninfa 4) 54.40
5° instar (Ninfa 5) 47.92
Adulto 80.51
Total 355.81

Huevecillo

4to. Instar \'\

) v \
P . Ninfa
~, /'

"
" 1er. Instar
3er. lnstar\\ " .

2do. Instar

Figura 1. Ciclo de vida de Bactericera cockerelli Sulc.
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Los nuevos adultos pueden volar a plantas hospederas hibernando y comenzar un nuevo
ciclo de vida. La duracion del ciclo de vida, el namero de huevos, la distancia de vuelo,
el nimero de generaciones por afio y los hospederos de hibernacion dependen de las

especies de psilidos y las condiciones ambientales (Haapalainen, 2014a).

B. cockerelli generalmente tiene de tres a siete generaciones por afio y una generacion se
completa en 3 a 5 semanas (EPPO, 2013a). Los psilidos transmiten a CalLsol a las

plantas huésped y la transmision depende de su ciclo de vida (Figura 2).

ACQUISITION FEEDING
Dlseased plant \
/EA Infected psyllid
() —
\ LATENCY PERIOD

/7
/' Lso multiplication 56
/
Lso multiplication / 70
/
/

¥ .
Healthy plant ( \-« ’:3, — , Lsotransovarial
= ’ transmission

Infectious psyllid
/

7/
/
/7
/ Adult Nymph

/’

INOCULATION FEEDING A i

Figura 2. Ciclo de la enfermedad de Candidatus Liberibacter solanacearum y su vector
Bactericera cockerelli.
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Descripcion morfolégica

Los huevos de B. cockerelli son de color anaranjado - amarillentos, con corion brillante
(Marin, 2004), presentan en uno de sus extremos un pedicelo corto que se adhiere a la
superficie de las hojas (Garza y Rivas, 2003), los proximos a eclosionar se les puede
notar los ojos de las ninfas del primer instar (Becerra, 1989). Posteriormente pasan por
cinco instares que son en gran parte similares en sus caracteristicas morfoldgicas, las
ninfas al eclosionar adquieren un color amarillo - verde - pélido, son ovales y aplanadas
dorso - ventralmente con ojos rojos bien definidos (Lorus y Margery, 1980), presentado
cambios estructurales en los instares como el aumento en el tamafio, desarrollo de las
alas y la presencia de estructuras cilindricas que contienen filamentos cerosos, los cuales
forman un halo en el perimetro del cuerpo (Rowe y Knowlton, 1935). En su estado
adulto, emergen con una coloracion verde, posteriormente en tres dias se tornan negros,
poseen alas claras transparentes y membranosas en forma de azotea sobre el abdomen
(Pletsch, 1947). Las hembras adultas tienen cinco segmentos abdominales visibles méas
el segmento genital, este es de forma conica en vista lateral, en la parte media dorsal se
presenta una mancha en forma de “Y” con los brazos hacia la parte terminal del
abdomen (Marin et al., 1995). Los machos adultos tienen seis segmentos abdominales
visibles mas el segmento genital, este Gltimo se encuentra plegado sobre la parte media
dorsal del abdomen; al verlo dorsalmente se distinguen los genitales con estructura en

forma de pinza que caracteriza a este sexo (Figura 3).

7

Figura 3. a) hembra adulta con segmento genital conico, b) macho adulto con segmento
genital en forma de pinza. (Fuente: Marin, 1995).



18

Biologia y habitos

Cada hembra madura oviposita alrededor de 500 y hasta 1500 huevecillos en un periodo
de 21 dias (Wallis, 1955), preferentemente sobre las yemas apicales mas jovenes, en
zonas célidas entre la primera y cuarta hoja verdadera (Garzon et al.,, 2005a), con
frecuencia en hilera en los bordes o distribuidos en la superficie de las hojas (Cranshaw,
2007), los huevecillos necesitan de tres a nueve dias para incubar obteniendo la mayor
eclosion al quinto o sexto dia, necesitan de 14 a 17 dias para completar los instares
ninfales, y de 30 a 34 dias para completar su ciclo desde la copula a formacion de adulto

(Abdullah, 2008), las hembras pueden vivir tres veces mas que los machos.

Las ninfas son casi inméviles en los primeros tres instares y van adquiriendo movilidad
conforme se van desarrollando (Bravo et al., 2006), los adultos son los responsables de
la diseminacion a corta y larga distancia infestando cultivos vecinos. EI umbral de
temperatura para su desarrollo es de 7 a 35 °C con una éptima de 27°C, alcanzando asi
355 U.C por ciclo. Por arriba de los 32°C se reduce la oviposicion y supervivencia de las

ninfas y a los 37°C son letales para ambos estadios (Pavlista, 2002).

Distribucion

Se ha reportado la presencia de B. cockerelli en paises de Centroamérica como El
Salvador, Honduras, Nicaragua y Guatemala. En Norteamérica se reporta en algunos
estados de Canada y de Estados Unidos de América. En México se ha reportado en los
estados de México, Nuevo Ledn, Coahuila, Tlaxcala, Sonora, Oaxaca, San Luis Potosi,

Michoacéan, Durango, Baja California, Morelos, Puebla, Guanajuato, Nayarit y Sinaloa.

También se ha documentado su presencia en Nueva Zelanda (Rubio et al., 2006).

Candidatus Liberibacter solanacearum

Candidatus Liberibacter spp, son bacterias no cultivables residentes en el floema de las
plantas que poseen una triple capa de pared celular (Liefting et al., 2008). En los ultimos
afios, sintomas en plantas que inicialmente se habian atribuido a virus, fitoplasmas o
incluso insectos, se han asociado a un género de bacterias del floema, denominado
CaLsol. Este grupo comprende bacterias incapaces de crecer en medios de cultivo

utilizados actualmente, razon por la cual se utiliza el término formal Candidatus
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antecediendo al nombre del género Liberibacter, que procede del término latino liber
(corteza) (Jagoueix, 1994).

La imposibilidad de CalLsol de crecer en medios de cultivo independientemente del
hospedador se explica por la carencia en su genoma de importantes genes tanto de
biosintesis como implicados en la actividad respiratoria, que compensa obteniendo
recursos directamente de las células del hospedador. La falta de algunos de estos
componentes genéticos se evidencia por el pequefio tamafio de los genomas de CalLsol

en comparacion con el de los géneros de bacterias mas proximas (Palomo et al., 2017a).

Las CaLsol son bacterias gram negativas de la clase Alphaproteobacteria, del orden
Rhizobiales y de la familia Rhizobiaceae y son paréasitos obligados de plantas e insectos.
En la actualidad se han descrito ocho especies de CalL: Ca. Liberibacter africanus
(Calaf), Ca. Liberibacter americanus (CaLam) y Ca. Liberibacter asiaticus (CaLas) que
causan el “Huanglongbing” (HLB) o citrus greening en citricos; Ca. Liberibacter
solanacearum (CalLsol) que afecta a solanaceas y apidceas y Ca. Liberibacter
caribbeanus (Calca), Ca. Liberibacter europeous (CalLeu) y Ca. Liberibacter
brunswickensis (Calbr), asociadas a citricos, peral y psilidos de berenjena y otras
solanaceas, respectivamente. Ninguna de estas tres Ultimas especies esta claro que
produzcan enfermedad en los cultivos en los que se las ha detectado. Finalmente, Ca.
Liberibacter crescens (Calcr), asociada a papaya de montafa, es la Unica especie que
puede crecer en medio de cultivo axénico, por lo que se utiliza como modelo de estudio
en las investigaciones sobre la biologia de CalL, aunque tampoco ha sido identificada

como patoégena de plantas (Morris, 2017).

Las CaL son transmitidas por psilidos (Hemiptera: Triozidae), insectos que se alimentan
del floema de las plantas, y cuya gama de hospedador determina en muchos casos la
presencia de la bacteria en un determinado cultivo. CaL es capaz de multiplicarse en las
células eucaridticas de las plantas o de los psilidos, siendo en todos los casos un parasito
intracelular. Aunque tienen una forma de vida similar a los fitoplasmas, no estan
relacionadas taxondmicamente con los mismos, ya que éstos son gram positivos
(Palomo et al., 2017b).
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Los fitoplasmas son procariotes que carecen de pared celular, caso contrario de esta
bacteria, que posee tres capas de células sobre la pared de la membrana exterior y en la
membrana citoplasmatica interna, no se ha podido cultivar in vitro, teniendo registros de
dos especies definidas por secuencias de ADN en tres regiones diferentes del genoma
16S rRNA. El agente causal de esta enfermedad es CalLsol, es una bacteria que a la
fecha no se ha podido cultivar artificialmente (Bove, 2014). Esta bacteria pertenece al
género Candidatus Liberibacter, de la que se conocen las especies asociadas con plantas
solanéceas, éstas son; psyllaurous y solanacearum, que probablemente sean sinénimos
basados en las secuencias del analisis del gen 16S rRNA. CalLsol es transmitida

principalmente por vectores y semilla. (Bové, 2006; Crosslin y Munyaneza 2009).
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Clasificacion taxondmica de Candidatus Liberibacter solanacearum

La clasificacion taxondmica de acuerdo al CABI 2019
Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rhizobiales
Familia: Phyllobacteriaceae
Género: Candidatus Liberibacter

Especie: Candidatus Liberibacter solanacearum
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Importancia economica

Los campos infectados con CaLsol reducen la calidad del producto y valor comercial de
la cosecha, causando pérdidas millonarias a la industria de la papa debido al abandono
de los campos de siembra por la merma en la produccion y calidad del cultivo (Secor y
Rivera, 2004),

Distribucion

La enfermedad ZC documentada por primera vez en el afio de 1994 en Saltillo en el
estado de Coahuila, México se detectd en tubérculos que mostraban coloraciones
oscuras cuando se procesaban para freir. En el afio 2000 se observaron sintomas
similares en Texas (EE. UU.), donde se produjeron pérdidas econoémicas importantes,
siempre asociadas a una abundante presencia de psilidos. Posteriormente se ha
localizado en otros estados norteamericanos, Nebraska, Colorado, Kansas, Wyoming,
Nuevo México, Arizona, Nevada y California; y mas recientemente en ldaho, Oregon y
Washington. En América Central se ha citado en Guatemala, Honduras, El Salvador y

Nicaragua. Ademas, estd ampliamente distribuida en Nueva Zelanda, donde se detectd
en 2008 (Siverio, 2017).

En Europa la situacién es bastante diferente. Se ha detectado la enfermedad en cultivos
de apiaceas, principalmente de zanahoria en Finlandia, Noruega, Suecia, Alemania y
Francia. En Espafia se ha encontrado en zanahoria en las Islas Canarias y en la
peninsula, y posteriormente en apio y chirivia. Recientemente se han descrito casos en
cultivos de papa en Espafia con escasa incidencia econdémica, también se ha detectado en

zanahoria en Marruecos e Israel (Alfaro, 2012).

Sintomas y hospederos

El nombre de ZC hace referencia a los dafios producidos por CalLsol en el cultivo de la
papa, primer hospedador conocido de esta enfermedad. En la parte aérea de este cultivo
puede observarse un enrollamiento de foliolos sobre el haz, coloraciones amarillas,
proliferacion de yemas axilares, hojas pequefias, entrenudos cortos, nudos hinchados,
produccién de tubérculos aéreos, clorosis, quemaduras en hojas y senescencia

prematura. Los tubérculos suelen presentar unas tonalidades marrones que a menudo
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coinciden con los radios medulares del tubérculo acompafiados de un moteado necrético.
Cuando se cortan en laminas y se frien, aparecen unas bandas muy oscuras, debido a que
contienen altos niveles de azlcares que se caramelizan al freirse. Los tubérculos
infectados pueden tener lenticelas dilatadas, brotan con dificultad, y si lo hacen,

producen brotes filiformes que dan lugar a plantas débiles.

Desde el afio 2008 se han citado nuevos hospederos de esta bacteria, principalmente
otros cultivos de solanaceas, entre los que destacan tomate (Solanum lycopersicum),
pimiento (Capsicum annuum), berenjena (Solanum melongena), y algunas malas hierbas
de la familia solanaceae. En tomate, los sintomas que suele producir son: enrollamiento
y clorosis apical de foliolos, oscurecimiento de las venas, moteado, reduccion del
tamafno de la planta y, en algunas variedades, desarrollo deforme de los frutos. En
pimiento, los sintomas incluyen hojas deformadas de color verde palido o amarillo,
hojas con el apice afilado, enrollamiento de foliolos, tallos y peciolos acortados, necrosis
del meristemo apical, caida de flores, enanismo y muerte repentina de algunas partes de

la planta. (Figura 4).

Figura 4. Sintomas de CalLsol en especies de solanaceas. a) planta de papa infectada, c)
tubérculos de papa (lado izquierdo crudo, lado derecho frito), ¢) planta de tomate
infectada, d) planta de chile infectada. (Fuente: Munyaneza, 2009).
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A partir del afio 2010 se comenzd a detectar en Europa en cultivos de apiéceas,
principalmente en el cultivo de la zanahoria (Daucus carota). En zanahoria, las plantas
afectadas muestran deformacion de hojas, coloracion amarilla o parpura de las hojas,
retraso en el crecimiento de las raices y brotes, y proliferacion de raices secundarias.
Recientemente se ha encontrado en Espafia sobre apio (Apium graveolens) (Teresani,
2014) y chirivia (Pastinaca sativa). La deteccion de la bacteria en vectores presentes en
ausencia de estos hospedadores, hace pensar que deben existir otros hospederos

desconocidos hasta ahora.

Agente causal de zebra chip

El agente causal de esta enfermedad no se conocia hasta el afio 2008 cuando estudios
realizados en Estados Unidos y Nueva Zelanda detectaron organismos similares a
bacterias en el floema de plantas afectadas, mediante microscopia electrénica de

transmision.

La utilizacion de diferentes combinaciones de cebadores de PCR permitié asociar esta
sintomatologia a una bacteria relacionada con los CaL. La deteccion de CaL en psilidos
presentes en cultivos de papa afectados suscito la propuesta de designacion como Ca.
Liberibacter psyllaurous por su asociacion con los psilidos. Finalmente, tras detectarse
en pimientos y tomates se opt6 por la denominacion Candidatus Liberibacter
solanacearum, en referencia a la familia de plantas hospederas donde se habia
identificado la bacteria (Liefting, 2009a).

Mediante andlisis de microscopia electronica de los psilidos se comprobd gue el insecto
era portador de la bacteria. Estudios posteriores confirmaron que CalLsol se transmite
tanto horizontalmente, de planta a planta utilizando al psilido como vector, como
verticalmente mediante transmision transovarica dentro de la poblacion del psilido. Esta
capacidad que tiene la bacteria para pasar el invierno en el vector tiene implicaciones
epidemiolégicas importantes, ya que permite su transmisién a cultivos susceptibles en la

siguiente temporada, actuando como fuente primaria de inoculo (Munyaneza, 2012a).

Los insectos vectores de Calsol han evolucionado segln las condiciones climaticas

Optimas para su desarrollo. Ademas, de que conjuntamente estas bacterias al evolucionar
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pueden tener variaciones genéticas, tales como los identificados en los haplotipos de
dicha bacteria donde la severidad esta influenciada por estas variaciones. Los cambios
en los haplotipos tienen un impacto en la incidencia y la gravedad de la bacteria, lo que
afecta la velocidad de aparicion de los sintomas y la formacion de agregaciones de

plantas enfermas (Camacho et al., 2016).

Hasta la fecha se han reportado seis haplotipos de CaLsol; CaLsol A, CaLsol B, CaLsol
C, CaLsol D, CalLsol E, CalLsol U, identificados en diferentes cultivos infectados
(Munyaneza et al., 2010a; Alfaro et al., 2012; Lin et al., 2012). Los haplotipos Ay B se
han detectado en solanadceas (papa, tomate, pimiento, berenjena, etc.) en América
Central, América del Norte, mientras que en Nueva Zelanda solo se ha registrado la
presencia de CaLsol A, asociados al psilido Bactericera cockerelli. El haplotipo C se ha
detectado en zanahoria (Daucus carota) en Finlandia, Suecia y Noruega, asociado a
Trioza apicalis, mientras que el haplotipo D se ha localizado en zanahoria en Espafia y
el haplotipo E en zanahoria, apio y chirivia en Espafia y Marruecos, estos dos Gltimos
asociados a Bactericera trigonica (Palomo et al., 2017b). De igual manera el haplotipo
CaLsol U, detectado en Trioza urticae y en la planta Urtica dioica en Finlandia, este
haplotipo esta estrechamente relacionado a los haplotipos CalLsol A y D (Haapalainen et
al., 2018) citado por Delgado et al., (2019).

Métodos de diagnostico

Diagnostico Macroscopico. Los sintomas caracteristicos en una planta infectada con
CaLsol varian segln la variedad y etapa del crecimiento de la misma, achaparramiento,
clorosis y un color morado en las hojas, las laminas foliares se enrollan hacia dentro,
entrenudos cortos e hinchados, arrosetamiento, proliferacion de yemas axilares,
tubérculos aéreos, oscurecimiento del sistema vascular, tizén en las hojas y muerte
temprana de la planta; dependiendo del estado fisiolégico en que se presenta la
infeccion, interrupcion del crecimiento de los tubérculos, dejandolos deformes y con una
mala calidad (Secor et al., 2009; Crosslin et al., 2010).
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Esto esta relacionado con la obstruccion de los vasos conductores del floema provocado
por la presencia de CaLsol. La savia no se trasloca normalmente en la planta, sino que
se acumula en los plastidios de las células del parénguima empalizada de las hojas,

mientras que a los tubérculos llega en bajas cantidades (Schneider, 1968).

Diagnostico Microscopico. En observaciones de microscopia electronica “Candidatus
Liberibacter spp” presenta una morfologia en forma similar a un bacilo midiendo
aproximadamente de 0.2 um de ancho y 4 um de largo con extremos redondeados
cuando termina su ciclo celular y con una superficie exterior suave, es negativa a la
tincién Gram. Por lo cual la pared de peptidoglicanos es apenas visible al no poseer una

membrana externa (Tanaka et al., 2007).

Diagnostico Bioquimico. Los primeros intentos para aislar a Liberibacter fueron
mediante co-cultivos con actinobacteria, relacionada con Propionibacterium acnes; en
éstos, las colonias aparecian después de un largo tiempo y fue dificil tenerlas libres para
transferirlas de manera consecutiva a un nuevo medio de cultivo (Davis et al., 2008). En
un segundo estudio, se disefi6 y evalué otro medio llamado Liber A, obteniéndose
crecimiento irregular y colonias bacterianas con un rango de 0.1 a 0.3 mm, después de
tres a cuatro dias a 28 °C; posteriormente las colonias no incrementaron su tamafio, y su
viabilidad se perdi6 después de cuatro a cinco reaislamientos. Candidatus Liberibacter
solanacearum es una bacteria de crecimiento obligado, por lo tanto, no se puede cultivar
de forma in vitro. Las pruebas bioquimicas no se pueden llevar a cabo (Murray y
Schleifer, 1994; Murray y Stackebrandt, 1995).

Diagnostico Molecular. La deteccion de CaLsol en plantas e insectos es esencial para
estudiar la etiologia, epidemiologia y manejo de la enfermedad (Goolsby et al., 2007).
Candidatus Liberibacter solanacearum se puede detectar por PCR convencional o PCR
en tiempo real con iniciadores que amplifiquen la region del gen 16S rRNA (Flores,
2013). Con el paso de los afios se han disefiado iniciadores especificos que solo detectan
CaLsol y no otro patdgeno procariotico (Wen et al., 2009). En el Cuadro 2 se muestran
los principales iniciadores para el género Candidatus Liberibacter y especificos para la

deteccién de Calsol.
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Cuadro 2. Iniciadores reportados para la deteccion de la region 16S rRNA Candidatus
Liberibacter solanacearum mediante PCR y PCR en Tiempo Real. Citado por Delgado et

al., (2019).

Primer Secuencia Organismo | referencia

*0l2c/Cli.po. | GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT/ Candidatus | Jagoueix,

F/LsoF/OA2/ | TACGCCCTGAGAAGGGGAAAGATT/ Libertibacter | Bové &

ZCf GTCGAGCGCTTATTTTTAATAGGA/ Garnier,
GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGC/CGAGCGCTT 1994; Secor
ATTTTTATTAGGAGC et al., 2009;

Lietal.,
2009;
Liefting et
al., 2009

LG774F/LG1 | GTAAACGATGAGTGCTAGCTGTTGGG/ Candidatus | Morris et al.,

463R CTGACCRTACCGTGGCCGG Libertibacter | 2017

LsoadkF/Lsoa | GCGCCACACTAACATCTCCTTCC/ CLso Ravindran et

dkR CGCAGCAGTATGAGGGCC al., 2011

LsoTX16/23F | AATTTTAGCAAGTTCTAAGGG/ CLso Ravindran et

/Lso GGTACCTCCCATATCGC al., 2011

TX16/23R

OMB1482F GGCGTGGTTATAAGCAGAGT/ CLso Crosslin, Lin

/OMB2086R | ATCTACACGCGGACCTATAC (Proteinade | &

CLZC- la membrana | Munyaneza,

F/CLZC-R TCGGATTTAGGAGTGGGTAAGTGG/ externa de 2011
ACCCTGAACCTCAATTTTACTGAC Liberibacter)

CL514F/ CTCTAAGATTTCGGTTGGTT/ Candidatus | Munyaneza,

CL514R TATATCTATCGTTGCACCAG Liberibacter | Sengoda,

Crosslin, De
la Rosa &
Sanchez,
2009c

LpFrag4- GGTTGATGGGGTCATTTGAG/ Candidatus | Hansen,

1611F/LP CACGGTACTGGTTCACTATCGGTC Liberibacter | Trumble,

Frag 4-480R psyllaurous | Stouthamer

& Paine,
2008

* Complementarios Ol2c/ Cli po.F; Ol2c / LsoF; Ol2c /OA2; Ol2c /ZCf.
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MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del experimento
El experimento se llevo a cabo en el invernadero y en el laboratorio de Parasitologia

Molecular del Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria

Antonio Narro.

Figura 5. a) invernadero b) departamento de parasitologia de la UAAAN.

Obtencién del material biologico

Se colectaron adultos de B. cockerelli en cultivos de papa de la regién infectados con
Candidatus Liberibacter solanacearum en el Ejido de Huachichil, Arteaga, Coahuila
(25°09°58.88” N y 100°47°12.90” O) con ayuda de un aspirador entomologico manual.
Los insectos se colocaron en frascos de 100 mL y se llevaron al invernadero del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro con

la finalidad de establecer una colonia para la presente investigacion.

Figura 6. Obtencion de insectos de Bactericera cockerelli con aspirador entomoldgico
manual.
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Establecimiento de la colonia de B. cockerelli y plantulas de chile morrén
(Capsicum annuum) para los bioensayos

Se establecio una colonia de insectos de B. cockerelli infectados con CaLsol en plantas
de la familia solanacea (papa, tomate y chile) dentro de jaulas entomolégicas hechas a
base de madera y organza. Las plantas fueron regadas cada tercer dia con agua de la
llave. Las temperaturas promedio del invernadero fueron de 26.5 + 1.5 °C. También se
germinaron semillas de chile morron variedad California Wonder en charolas de plastico
de 50 cavidades usando como sustrato Peat Moss y Perlita en proporcién 2:1
respectivamente. Las plantulas se regaron cada tercer dia y se mantuvieron en
invernadero hasta que desarrollaron entre 8 y 10 hojas verdaderas para ser usadas en los

bioensayos correspondientes.

Figura 7. a) establecimiento de la colonia de B. cockerelli b) plantulas de chile morron
(Capsicum annuum).

Extraccion de ADN de Bactericera cockerelli

Se realiz0 extraccion de ADN para posteriormente verificar la presencia de CalLsol
mediante PCR mientras se mantuvo la colonia, antes de comenzar los bioensayos y al final
de estos. En cada caso se procesaron adultos del insecto de forma individual. La extraccién
de ADN se realizd con la metodologia descrita por Doyle y Doyle (1990) modificada, Se
colocé un insecto dentro de un tubo Eppendorf, se agregaron 300 ul de buffer de lisis
(Tris-HCL 100 mM pH 8, EDTA 50 mM pH 8.5, NaCl nM, SDS 2%) y se macerd. Una
vez realizada la extraccion con la metodologia mencionada, las muestras de ADN se
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resuspendieron con 30 pl de agua destilada estéril y se almacenaron a -20°C para su

posterior analisis.

Figura 8. Extraccion de ADN de B. cockerelli mediante la técnica de Doyle y Doyle
(1990) modificada.

Verificacion de la integridad del ADN

Para verificar la integridad del ADN extraido individualmente de los insectos, se realizd
una PCR en punto final amplificando un fragmento de 500 pb del gen Citocromo
Oxidasa subunidad 1 del insecto con los primers COIF3 (5-
TACGCCATACTAGCAATCGG-3) y COIR3 (5"-GAGTAACGTCGTGGTATTCC-
3"). Se realizd esta verificacion debido a que el ADN extraido fue tan poco que era
imposible visualizarlo en un gel de agarosa y que sobrara muestra para posteriormente
detectar a la bacteria. El volumen de reaccion fue de 15 pl que contenia 7.5 ul de Taq
Master Mix 2X (Genscript), 1.5 ul de cada iniciador (COIF3 y COIR3) (10 uM), 3 ul de
agua destilada estéril y 1.5 ul de ADN. La reaccion fue procesada en un termociclador
Px2 Thermal Cycler THERMO ELECTRON CORPORATION con una
predesnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguida de 40 ciclos con desnaturalizacion a
95°C por 30 seg, hibridacion/alineamiento a 59°C por 30 seg y extension a 72°C por 1
min; con una extension final de 72°C por un tiempo de 10 min. Los fragmentos de ADN
amplificados fueron separados por electroforesis a 80 voltios por 45 min con buffer TAE
1X en un gel al 1% de agarosa. Para la visualizacion de los productos de amplificacion
se tifio el gel con Bromuro de Etidio y se observaron en un fotodocumentador GelDoc-it

Imaging System con luz UV.
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Deteccion de CaLsol por PCR en punto final

Una vez que las muestras amplificaron para el gen de Citocromo Oxidasa, se realiz6 una
PCR en punto final para detectar la presencia de CaLsol usando los primers CL514F (5°-
CTCTAAGATTTCGGTTGGTT-3") y CL514R (5’-TATATCTATCGTTGCACCAG-
3”) los cuales amplifican un fragmento de 669 pb del gen 16S rDNA (Crosslin, 2009). El
volumen de reacciéon fue de 15 pl conteniendo 7.5 pl de Taq Master Mix 2X (Genscript),
1.5 pl de cada primers (CL514F y CL514R) (10 uM), 3 ul de agua destilada estéril y 1.5
pul de ADN. La reaccion fue procesada en un termociclador Px2 Thermal Cycler
THERMO ELECTRON CORPORATION con una predesnaturalizacion a 95°C por 5
min, seguida de 42 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 seg,
hibridacién/alineamiento a 51°C por 30 seg y extension a 72°C por 1 min; y una
extension final de 72°C por 10 min. Los fragmentos de ADN amplificados fueron
separados por electroforesis a 80 voltios por 45 min con buffer TAE 1X en un gel al 1%
de agarosa. Para la visualizacidon de los productos de amplificacion se tifio el gel con
Bromuro de Etidio y se observaron en un fotodocumentador GelDoc-it Imaging System

con luz UV.

Bioensayo 1

Existen diferentes técnicas metodoldgicas de aplicacion de productos a nivel
experimental sobre plagas y enfermedades, por ejemplo, aplicaciones directas a
patdgenos, inyeccion/microinyeccion, aspersion de soluciones a plantas o insectos,
pelicula residual, inmersion de insectos en soluciones tratadas, esqueje de partes
vegetales, entre otras, ya sea insecticidas, fungicidas, herbicidas, bactericidas, etc. Se
realizd un primer bioensayo con la finalidad de estandarizar el método de esqueje para
suministrar el antibidtico al insecto ya que hasta el momento no se habian reportado
investigaciones hechas administrando antibidticos a B. cockerelli para ver su efecto en
CaLsol, Los antibioticos a usarse fueron ampicilina, tetraciclina y rifampicina. La
eleccion de estos antibidticos se debi6 a que, de acuerdo con Spratt y Cromie, (1988), el
mecanismo de accion de ampicilina es inhibir la sintesis de la pared bacteriana, al
impedir que la pared celular se construya correctamente ocasionando lisis de la bacteria

y su muerte, y ha bajado niveles de bacterias como Serratia en afidos como lo es el
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pulgdn del guisante. Para el caso de tetraciclina, es un antibidtico que actla inhibiendo
la sintesis de proteinas y en consecuencia el metabolismo de los &cidos nucleicos

interfiriendo en la replicacion de ADN.

Las dosis establecidas se determinaron de acuerdo con la literatura consultada donde se
menciona que para ampicilina y tetraciclina se administran de 100-200 ng por mg de
peso de corporal (Zhang et al., 2011), y para rifampicina de acuerdo con Koga et al.,
(2007) se administran dosis més bajas, 15 ng por mg de peso corporal, ya que este puede
causar alteraciones en la fisiologia del insecto. Se trabajo bajo el supuesto de que un
insecto adulto de Bactericera cockerelli toma aproximadamente 10 ul de savia al dia y el
peso corporal de estos es de aproximadamente 0.04 ng (se pesaron 10 insectos de
Bactericera cockerelli y el peso fue 0.4 pg). Esta determinacion se hizo por
quintuplicado). Las concentraciones usadas por antibiotico fueron las que se presentan

en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Dosis y antibioticos utilizados para el método de esqueje.

Antibidtico Concentracion (ug/mL)
Ampicilina 0,25,50,75y10
Tetraciclina 0,25,50,75y10
Rifampicina 0,0.25,0.50,0.75y 1.0

Los antibidticos se prepararon a las dosis correspondientes con agua destilada estéril. Se
les cortd la raiz a las plantulas de chile morron (que ya tenian entre ocho a diez hojas
verdaderas) dejando el tallo en la solucion de antibidtico preparada por 24 h con la
finalidad de que éste se traslocara via sistétmica por toda la plantula. Transcurrido ese
tiempo, se tomaron tres hojas con todo y peciolo de la parte baja de la plantula,
preferentemente las que no tenian dafio mecanico o de ataque de insectos, debido a que
estas fueron las que adquirieron mas rapido el antibi6tico. El peciolo de estas hojas se
envolvié con algodon remojado con la misma solucién y cubierto con cinta parafilm para
evitar su deshidratacion. Posteriormente estas hojas se colocaron con el envés hacia arriba
en una caja petri (unidad experimental) a la cual se agregaron cinco insectos adultos de B.
cockerelli. Cada tratamiento constd de tres repeticiones (Figura 9). evaluando en ellas la

mortandad de los insectos, para posteriormente guardarlos en tubos Eppendorf de 1.5 mL,
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etiquetados registrando la fecha en la que murio el insecto, el antibiotico al que pertenecia
y su respectiva dosis. El bioensayo se llevé a cabo en un laboratorio con una temperatura
de19.5+15°C

Planta con 8 - 10 hojas Corte a ras de raiz Solucion (24 horas)

verdaderas

=_7

Evaluar
mortalidad

S Bactericera cockerelli Hojas (3 con peciolo)

Figura 9. Metodologia de aplicacion de antibidticos a Bactericera cockerelli (método de
esqueje).

Bioensayos 2

Los antibidticos se aplicaron mediante dos métodos: por esqueje (M.E), y por pelicula
residual (M.P.R), este ultimo de acuerdo con lo reportado por Pérez y Sanchez, (2017).

El bioensayo se llevo a cabo con una temperatura promedio de 27.5 + 0.5° C.

Método de Esqueje (M.E)

Para la aplicacion de antibidticos mediante el M. E, la metodologia fue exactamente
como se describi6 en el bioensayo 1.
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’

Figura 10. Aplicacion de antibidticos mediante el método de esqueje.

Método de Pelicula Residual (M.P.R)

Las concentraciones usadas de los antibioticos se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Dosis y antibioticos utilizados para el método de pelicula residual.

Antibiotico Concentracion (ug/mL)
Ampicilina 0, 25, 50, 75y 100
Tetraciclina 0, 25, 50, 75y 100
Rifampicina 0,25,50,75y10

Se prepararon las soluciones de los antibi6ticos con agua destilada estéril. Se tomaron
las tres hojas mas bajas de pimiento morrén con todo y peciolo (de plantulas que ya
tenian entre ocho a diez hojas verdaderas) y se sumergieron en la solucién por un
periodo de cinco a diez seg con la finalidad de empaparlas con el antibiotico, dejandose
secar posteriormente sobre papel absorbente. A estas hojas se les colocd un algodén
remojado con la misma solucion envolviendo el peciolo, y cubierto con cinta parafilm
para evitar su deshidratacion. Posteriormente estas hojas se colocaron con el enveés hacia
arriba en una caja petri (unidad experimental) a la cual se agregaron cinco insectos
adultos de B. cockerelli. Cada unidad experimental consté de tres repeticiones (Figura
11).
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Planta con 8 - 10 hojas Utilizar 3 hojas Solucion (5 - 10 segundos)
verdaderas

Evaluar
mortalidad

) A\

5 Bactericera cockerelli Hojas (3 con peciolo)

Figura 11. Metodologia de aplicacion de antibidticos a Bactericera cockerelli (método de
relicula residual).

&

Figura 12. Aplicacion de antibidticos mediante el método de pelicula residual.

En ambos bioensayos se registr6 mortandad de los insectos cada 24 horas por siete dias,
considerando la misma hora del dia para el registro. Los insectos se colocaron en tubos
Eppendorf de 1.5 mL, etiquetados con la leyenda del tratamiento y repeticion a la que
pertenecian, registrando la fecha de su muerte. Posteriormente se guardaron en alcohol al
70% para su posterior extraccion de ADN y amplificacion de PCR. Al final de los siete
dias lo que se hizo con los insectos sobrevivientes, fue tomarlos con ayuda de un pincel
para evitar que volaran y posteriormente, se guardaron en alcohol al 70% registrandolos de
la misma manera como se describi6 anteriormente.
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Deteccion de CaLsol por gPCR

Para cada concentracion y método de aplicacion de antibidtico, se realiz6 una extraccion de
ADN compuesta, macerando 5 insectos (es decir, se maceraron todos los insectos de cada
unidad experimental). Se detecto la presencia o ausencia de CalLsol mediante qPCR debido
a la sensibilidad de esta técnica. EI volumen de reaccién para cada muestra fue de 10 pl
que contenia 5 pl de Eva Green 2X, 0.66 pl de cada primer (CL514F y CL514R, 150 nM),
1 ul de ROX 'y 2.68 pl de ADN (20 ng por reaccion). En las placas, ademas de amplificar
los tratamientos se adiciond un NTC (muestra sin ADN). La reaccion fue procesada en el
termociclador Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System, con una
predesnaturalizacion a 95°C por 5 min, seguida de 42 ciclos con una desnaturalizacién a
95°C por 30 seg, hibridacién/alineamiento a 51°C por 30 seg y extension a 72°C por 1
min. Los resultados se observaron en el Software System Version 2.2.3, tomandose como
negativos aquellos tratamientos cuya curva tuviera un comportamiento igual o por debajo
del NTC y como positivos aquellos tratamientos cuya curva amplificara por encima del
NTC.
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RESULTADOS

Se colectaron aproximadamente 600 insectos para el establecimiento de la colonia. Al
inicio del establecimiento de dicha colonia y después, de forma periddica, se verifico la
presencia de la bacteria CaLsol.

Verificacion de la integridad del ADN

Se obtuvo la banda esperada de 500 pb para gen Citocromo Oxidasa de cada una de las
extracciones individuales de insecto realizadas al momento de establecer la colonia y al
inicio del establecimiento de cada uno de los dos bioensayos. La Figura 13 muestra la

amplificacion de los 10 psilidos colectados al inicio del establecimiento del bioensayo 1.

Figura 13. Bioensayo 1. Amplificacion del gen Citocromo Oxidasa de 10 insectos
adultos de B. cockerelli usando los primers COIF3 y COIR3. Carriles: 1 MM, 2-11
amplificaciones del gen Citocromo Oxidasa en B. cockerelli, 12 control positivo (+), 13
control negativo (-), 14 MM. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Marcador de Peso
Molecular 1 kb.

Deteccion de CaLsol por PCR en punto final

Se obtuvo la banda esperada de 669 pb para detectar la presencia de CaLsol en cada una
de las extracciones individuales de insecto realizadas al momento de establecer la
colonia y al inicio del establecimiento de cada uno de los dos bioensayos. La figura 14
muestra la amplificacion de los 10 psilidos muestreados al inicio del bioensayo 2.
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669 pb —

(+) Calsol =669 pb
59°C Primers: CL514F/CL514R

Figura 14. Bioensayo 2. Amplificacion de CaLsol en B. cockerelli usando los primers
CL514F y CL514R. Carriles: 1 MM, 2 control positivo (+), 3 control negativo (-), 4-13
amplificaciones de CaLsol en B. cockerelli, 14 control negativo (-), 15 control positivo
(+), 16 MM. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Marcador de Peso Molecular 1 kb.

Bioensayo 1

El primer bioensayo permitié conocer el tiempo méximo en el cual las hojas se mantenian
viables bajo el disefio de las unidades experimentales descritas. Se dio seguimiento a las
hojas en las cajas Petri hasta los 14 dias, pero se observd que a partir del dia ocho
comenzaban a marchitarse.

Otro factor a tener en cuenta fue la temperatura e iluminacién del lugar donde se llevo a
cabo el bioensayo. El promedio de la temperatura en el laboratorio fue de 19.5 £1.5° C. A
esta temperatura muchos de los insectos no mostraban actividad, ni de alimentacion ni de
movimiento. Se observo que varios insectos caminaban Unicamente por el perimetro de la
caja Petri sin acercarse a las hojas. No se observé oviposicion. Finalmente, el registro de la
mortandad solo se hizo al final del bioensayo, sin llevar un seguimiento minucioso de los

dias después del inicio del bioensayo en que morian los insectos.
Bioensayo 2

El tratamiento con mayor mortandad de insectos adultos fue tetraciclina a 10 pg/mL por
M.E. con seis insectos. En este mismo método de aplicacidn, los tratamientos que también
tuvieron mortandad, pero fue mas baja (3 insectos) fueron ampicilina a 10 pg/mL y
rifampicina a 0.50 pg/mL, 0.75 pg/mL y 1.0 pg/mL. Para el M.P.R, en los tratamientos de
ampicilina a 25 pg/mL y 100 pg/mL vy tetraciclina a 100 pg/mL la mortandad fue de tres
insectos para cada uno de ellos (Cuadro 5). Los demés tratamientos no presentaron

mortandad.



Cuadro 5. Porcentaje de mortandad de insectos de B. cockerelli por tratamiento.

Método

M.E

M.P.R

Tratamiento pg/mL = Porcentaje de

Tetraciclina 10
Ampicilina 10
Rifampicina 0.50
Rifampicina 0.75
Rifampicina 1.0
Tetraciclina 100
Ampicilina 25
Ampicilina 100

mortandad
40

20
20
20
20
20
20
20

39

Intervalo de dias en que se observo

mortandad en los insectos

5_
5_
6 —
6 —
5_
5_—
6 —
6 —

6

N N o o N N o
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Deteccion de CaLsol por qPCR

Para el M.E, se observd que los tratamientos de ampicilina a 2.5 pg/mL y tetraciclina a 10
pg/mL eliminaron a CaLsol a los siete dias. Para el M.P.R, los tratamientos ampicilina a
25 pg/mL, tetraciclina a 75 pg/mL y rifampicina a 7.5 pg/mL fueron los que eliminaron a

Calsol, como muestra el Cuadro 6.

Cuadro 6. Deteccion de CaLsol en insectos adultos de B. cockerelli por tratamiento
mediante qPCR.

Metodo Tratamiento pg/mL Presencia de CaLsol
0
2.5
Ampicilina 5.0
7.5
10
0
2.5
M.E Tetraciclina 5.0
7.5
10
0
0.25
Rifampicina 0.50
0.75
1.0
0
25
Ampicilina 50
75
100
0
25
M.P.R Tetraciclina 50
75
100
0
2.5
Rifampicina 5.0
7.5
10

+

V4

+ 4+ 0+ o+

+ 4+ +

+

Donde: (+ Hay presencia de CaLsol) y (- Elimin6 a CaLsol).
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DISCUSION

Se decidid desarrollar un bioensayo previo con la finalidad de obtener una metodologia
mas precisa para el desarrollo de futuros bioensayos y con ello dar una idea de como
mejorarlos, tomando en cuenta consideraciones para ajustar y controlar las condiciones
cuando se desconoce el tema a tratar, la manipulacion de algin organismo o cuando no se

tiene informacion metodoldgica al respecto.

Con el primer bioensayo se pudo determinar que siete dias era el tiempo maximo en que se
podia realizar la administracion de antibiotico por el método de esqueje manteniendo las
hojas hidratadas, viables y en condiciones para que los insectos se alimentaran. Otro de los
parametros importantes que se tomo6 en cuenta para el segundo bioensayo fue la
temperatura y luminosidad del lugar donde se realizd el experimento. El rango de
temperatura para que se desarrolle Bactericera cockerelli va de los 21-27° C, teniendo una
temperatura Optima a los 27° C, logrando una mayor sobrevivencia, desarrollo y
ovoposicion (Munyaneza et al, 2012). Temperaturas por arriba de los 32° C y menores a 7°
C son perjudiciales porque se reduce la puesta de huevos y la eclosion, pudiendo causar
mortandad (Pavlista, 2002). Otro aspecto importante para tomar en cuenta fue que debido a
la poca experiencia que se tenia en la manipulacion y reconocimiento de las diferentes
etapas de B. cockerelli, posiblemente se colectaron insectos recién emergidos a adultos o
caso contrario, algunos que estaban a punto de terminar su ciclo de vida. A demas de que
no se determind una proporcion entre machos y hembras. Lo anterior, sirvio como
experiencia para adecuar el bioensayo 2, donde se verificd que los insectos usados tuvieran
una edad semejante, y hubiera una proporcién similar entre hembras y machos. A pesar de
ello, tampoco en el bioensayo 2 se observo oviposicion. La principal actividad de los
antibioticos es atacar el proceso de la enfermedad al destruir la estructura de las bacterias o
su capacidad de dividirse o reproducirse.

Es de conocimiento general que al administrar antibioticos a cualquier organismo para
controlar o erradicar microorganismos dentro de él, pueda tener consecuencias para el
organismo portador, dependiendo del mecanismo de accion del antibiético. Por ejemplo, la
enfermedad de filariasis en humanos, la cual es trasmitida por Brugia malayi portador de la

bacteria intracelular obligada Wolbachia. Ghedin et al. (2009) realizaron un estudio donde
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se aplicé tetraciclina a los neméatodos logrando causar la muerte de la endobacteria, ya que
inhibi6 de la sintesis de aminoacidos y la traduccién de proteinas, pero al mismo tiempo
causo disminucion en las transcripciones que participan en la biosintesis de la cuticula del

nematodo vector.

De forma similar, la mortandad registrada en el presente trabajo para el método de esqueje
tuvo correlacion directa con las mayores concentraciones de los antibioticos usados, siendo
la rifampicina el antibiético donde se registraron el mayor nimero de tratamientos con
mortandad (0.5, 0.75 y 1.0 ug/mL). Incluso se puede apreciar que para la mayor dosis de
rifampicina administrada (1.0 png/mL), los insectos empiezan a morir desde un dia antes
que en las otras dos dosis (0.5 y 0.75 ug/mL). La rifampicina es un antibi6tico de amplio
espectro, y acta inhibiendo la sintesis de ARN bacteriano al unirse fuertemente a la
subunidad beta de la ARN polimerasa dependiente del ADN, evitando la union de la
enzima al ADN y bloqgueando asi la iniciacion de la transcripcion del ARN (Rahbe et al.,
1994). Dworkin et al., (1989) mencionan que la rifampicina es un potente inductor de la
actividad enzimética microsomal aumentando el metabolismo de un organismo, por lo
tanto, lo anterior pudo haber influido en la mortandad de los insectos tratados con dicho

antibiotico.

Aunque en el método de pelicula residual también se observé mortandad de B. cockerelli,
no estuvo directamente correlacionado con la concentracion del antibiotico, ya que, para el
caso de ampicilina, la dosis mas baja (25 ug/mL) y la méas alta (100 pg/mL) mostraron el
mismo porcentaje de mortandad (20%). EI mecanismo de adquisicion del antibidtico no
fue exactamente el mismo que con el método de esqueje, lo que puede haber influido el

tiempo de contacto que tuvieron los antibidticos en ambos métodos.

Estudios previos con aplicaciones de antibidticos para el control de bacterias emparentadas
tipo Candidatus prueban que ciertos antibidticos son efectivos para su control. Por
ejemplo, Ahmed et al., (2010) mencionan que el efecto in vivo de tres antibidticos
(ampicilina, tetraciclina y rifampicina) para el control de Candidatus Portiera
aleyrodidarum en la mosca blanca (Bemisia tabaci) fue efectivo para la eliminacion de la

bacteria. En el presente trabajo no se observé una correlacion directa entre la ausencia de la
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bacteria en los insectos al final del bioensayo y la dosis de antibiético o el método de
aplicacion usados. Esto pudiera estar relacionado con la saturacion de sitios activos de los
antibidticos, ya que no necesariamente, al utilizar altas concentraciones de algun sustrato
estos tienen que ser efectivos. Esta saturacion se debe a que todos los centros activos se
encuentran ocupados Y, por lo tanto, aparece un efecto de saturacion (Harold et al., 2001).
Otra razdn pudo ser que no necesariamente el insecto adquirio el antibidtico suministrado
en todos los tratamientos, ya que este fue un factor importante que no se midio en los

insectos.

Las bacterias Candidatus Liberibacter spp. son grandes amenazas para muchos de los
cultivos a nivel mundial (Tamborindeguy et al., 2017; Wang et al., 2017). Sin embargo,
nuestra comprensién de su interaccion con plantas y sus vectores psilidos aun es limitado.
Muchas de las investigaciones encaminadas a comprender mejor las interacciones planta-
B. cockerelli-Candidatus Liberibacter solanacearum usan o necesitan de una colonia de
insectos no infectiva (Sasaki et al., 1990; Ryuichi et al., 2007; Koga et al., 2007; Zhang et
al, 2011; Supriyanto y Whittle, 1991; Van Vuuren et al., 1977. De forma natural, en
algunos lugares es dificil encontrar insectos libres de Calsol, por lo que se podria
desarrollar una colonia libre de la bacteria con la administracién de antibiéticos. De
acuerdo con los resultados de la presente investigacion, la aplicacion de ampicilina a 2.5
pg/mL y la de tetraciclina a 10 pg/mL mediante el método de esqueje elimin6 a CaLsol de
B. cockerelli, mientras que ampicilina a 25 pg/mL, tetraciclina a 75 pg/mL y rifampicina a
7.5 pg/mL eliminaron a Calsol presente en B. cockerelli por el método de pelicula
residual. Sin embargo, los tratamientos de tetraciclina 10 pg/mL por M.E y ampicilina 25
png/mL por M.P.R. mostraron mortandad en los insectos, por lo que estas concentraciones
no serian tan aptas para obtener una colonia de insectos libres de la bacteria en

comparacion con las que no mostraron mortandad en los insectos.

Se han utilizado antibioticos para controlar enfermedades bacterianas de arboles frutales
(Van Vuuren et al., 1977a). Cerca de 40 antibidticos se han proyectado para el control de
enfermedades de las plantas, pero menos de 10 se han usado comercialmente. Se aplicé la
combinacion de penicilina y estreptomicina para el control de la enfermedad de HLB en

citricos ocasionada por la bacteria Candidatus Liberibacter asiaticus, bacteria emparentada
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a Calsol, la cual sufrio un efecto en la inhibicion de la sintesis de la pared celular
bacteriana observandose un sinergismo positivo entres estos antibiéticos (Davies et al.,
2007). ElI HLB es una de las enfermedades mas agresivas que ha causado a nivel mundial
la muerte de millones de arboles de citricos, su principal vector es Diaphorina citri, insecto
vector de Candidatus Liberibacter asiaticus. Se han realizado investigaciones con
aplicaciones de antibioticos para el control de la bacteria dirigidas Gnicamente a partes de
la planta (tallos, raices, yemas, etc.), mas nunca, aplicaciones dirigidas directamente al
vector para el control de la bacteria (Berg, 1999). Hasta la fecha no existe variedad o
portainjerto resistente a la enfermedad. Se han implementado una serie de acciones con la
finalidad de controlar o en su caso eliminar a este tipo de bacterias intracelulares, como lo
es, el tratamiento térmico, inyeccion de lisozima y el tratamiento con antibidticos, estos
ultimos aplicados ya sea por microinyeccion al vector e inyecciones dirigidas al tronco de
algunas especies, por ejemplo, para el control de la bacteria antes citada; y mediante dietas
bien definidas. Estas Gltimas fueron las que se establecieron para el desarrollo de esta
investigacion donde se aplicaron antibidticos mediante diferentes métodos de

administracion.

Actualmente, el uso de antibidticos no esta permitido en muchos paises, principalmente en
la comunidad europea, debido a las normas que estos emiten para exportacion. En la
década de 1950, poco después de la introduccion de los antibidticos a la medicina humana,
se reconocid el potencial de estos farmacos para controlar las enfermedades de las plantas
(Patricia, 1999). Desgraciadamente, la resistencia se evidencio limitando el valor de los
antibidticos en la proteccion de los cultivos, por lo que, en afios recientes, el uso de
antibidticos en plantas ha sido objeto de debate en varios paises. En base a los resultados
obtenidos en este estudio, la administracién de antibidticos a solandceas se podria aplicar
en las primeras etapas fenologicas de la planta, y a ciertos dias, por ejemplo, (floracién,
amarre de fruto), dejar de aplicar sin que se vean afectados los frutos sin tener problemas

de exportacion.



45

CONCLUSIONES

Los tratamientos donde se observd mayor porcentaje de mortandad de insectos fue
tetraciclina 10 pg/mL (40%) seguido de ampicilina 10 ug/mL y rifampicinaa 0.5, 0.75 y
1 ug/mL (20%) administrados por el método de esqueje. La administracion por el
método de pelicula residual mostr6 20% de mortandad en los insectos en los

tratamientos de ampicilina 25 pg/mL y 100 pg/mL y tetraciclina 100 png/mL.

Para el método de esqueje las concentraciones que eliminaron a Candidatus Liberibacter
solanacearum en Bactericera cockerelli fueron ampicilina a 2.5 pg/mL vy tetraciclina a
10 pg/mL. En el método de pelicula residual las concentraciones que eliminaron a
Candidatus Liberibacter solanacearum fueron ampicilina a 25 pg/mL, tetraciclina a 75

pg/mL y rifampicina a 7.5 pg/mL.



46

RECOMENDACIONES

Para poder obtener una colonia de Bactericera cockerelli libre de Candidatus
Liberibacter solanacearum se recomienda utilizar mediante el método de esqueje a
ampicilina a una concentracion de 2.5 pg/mL, ya que elimindé a CalLsol sin que se
presentara mortandad de insectos; y para el método de pelicula residual los antibidticos
tetraciclina y rifampicina a concentraciones de 75 y 7.5 pg/mL respectivamente,

eliminaron a CaLsol sin que se presentara mortandad de insectos.

Se recomienda hacer un experimento mediante gPCR cuantificando relativa o
absolutamente el cambio de la concentracion de la Candidatus Liberibacter

solanacearum en Bactericera cockerelli.

Ademaés, se recomienda hacer un estudio donde se midan las cantidades de los antibi6ticos
en los insectos directamente después de realizar las administraciones, debido a que, el
insecto no necesariamente pudo haber adquirido el antibi6tico, ya que este fue un factor

gue no se midid
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