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RESUMEN

El psilido de la papa, Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae), es
una plaga de la papa y otros cultivos de solanaceas en América del Norte, Central

y Nueva Zelanda.

Los estudios de genotipificacion previos basados en analisis de hibridacion
de alta resolucion usando una amplificacibn generada a partir de una porcion del
gen mitocondrial citocromo c oxidasa subunidad | de B. cockerelli, han demostrado
la presencia de tres diferentes haplotipos de B. cockerelli en los Estados Unidos
correspondientes a tres regiones geograficas: Central, Occidental y Noroeste y un
cuarto haplotipo que corresponde a la regidén geografica del Suroeste de Estados

Unidos.

El objetivo de este estudio consistidé en identificar los haplotipos de psilido
de Bactericera cockerelli presentes en Mexico. Donde los resultados obtenidos
para la identificacion de haplotipos del psilido fueron identificados como haplotipo

Central.

Palabras claves: Bactericera cockerelli, Haplotipos, Variacion genética.
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INTRODUCCION

Bactericera  cockerelli (Hemiptera: Triozidae), también conocida como
psilido de la papa y jitomate es un insecto que se alimenta del floema de plantas
pertenecientes a 20 familias botanicas pero con una marcada preferencia por las
solan&ceas (chile, papa y jitomate, entre las de importancia econémica regional).
Se ha sugerido (Nachappa et al., 2012) que éste insecto migra de sus areas
invernales en el Norte de México, Oeste de Texas y Sur de Nuevo Mexico,
Arizona y California hacia el Norte de E.U.A al final de la primavera cuando la

temperatura es mas calida y con ayuda de los vientos.

Los psilidos eran considerados como plagas secundarias hasta hace
algunos afos, pero recientemente en varias regiones de México y Centroamérica,
se ha asociado a la especie B. cockerelli, como responsable de la trasmisién de
enfermedades fitopatdgenas en cultivos de solanaceas y de producir dafios por su
efecto toxinifero en sus plantas hospedantes. El psilido es asociado con la
transmision de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum la cual también

se asocia con la enfermedad en papa zebra chip (Hansen et al., 2008).

Dentro de las especies de insectos B. cockerelli, se informé de la existencia
de dos biotipos. Esta diferenciacion fue originalmente asociada con la resistencia a
las bajas temperaturas y se puede controlar a través de variaciones genotipicas en

el gen citocromo oxidasa | (COl).

Estudios sobre la variabilidad genética entre poblaciones de B. cockerelli
han revelado biotipos separados que coinciden con la separacion geografica de
las poblaciones analizadas (Liu et al., 2006, Jackson et al., 2009). Con el propésito
de entender la dindmica poblacional temporal y espacial de B. cockerelli se han
utilizado analisis genéticos de un solo individuo para identificar diferentes

poblaciones o haplotipos (Swisher et al. 2012).



En México y Centroamérica, el psilido de la papa y la enfermedad de la
zebra chip han sido identificados en el Este de México, Guatemala, Honduras y
Nicaragua (Secor y Rivera-Varas 2004., Munyaneza et al., 2007, Rehman et al.,
2010, Bextine et al., 2012, Munyaneza 2012). Sin embargo, poco se sabe sobre la
identidad de los haplotipos psilidos que se producen en estas regiones. Para
Identificar los psilidos en México y Centroamérica, este estudio utilizé analisis de
fusion de alta resolucion del gen COI del psilido de la papa para realizar el

genotipado de psilidos recogidos de México, El Salvador, Honduras y Nicaragua.

Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue identificar los haplotipos de B.
cockerelli provenientes de varios estados de la Republica Mexicana.



Justificacion

Existe poca informacion disponible acerca de las caracteristicas genéticas de
Bactericera cockerelli que pueden dar inicios de estrategias para su manejo y de

las enfermedades que transmite.

Objetivo general

Identificar los haplotipos de B. cockerelli presentes en México.

Objetivos especificos

Caracterizar haplotipos de B. cockerelli en base a la region mitocondrial COI.

Ubicar los haplotipos encontrados geograficamente.

Hipotesis

Se identificara la presencia de al menos uno de los haplotipos de Bactericera

cockerelli ya reportados.



REVISION DE LITERATURA
Bactericera cockerelli

B. cockerelli fue estudiado por primera vez por T.D. Cockerelli en colorado
(EE.UU) en cultivos de papa. Descrito por el Dr. Sulc en 1909 y posterior mente
fue designado como Paratrioza cockerelli y asignandole el género Paratrioza por
Crawford (Crawford, 1911). Recientemente, el psilido de la papa ha sido
reasignado al género Bactericera (Burckhardt y lauterer, 1997). En insecto
hemiptero se inform6 como una plaga, principalmente de la papa, sin embargo,

periodicamente, también ha colonizado el jitomate y pimiento (Blood et al. 1933).

Cranshaw (1993), menciondé que B. cockerelli es originaria de Norte
América, ya que los primeros problemas en papa ocasionados por esta plaga, se

detectaron en los Estados Unidos en 1920.
Distribucion

La distribucion de B. cockerelli es amplia desde América Central y parte
Occidental de los EE.UU, Canada y México (Hodkinson, 1988); la primera
aparicion de B. cockerelli fue registrada en California en 1940, mientras que en el
medio Oeste se encontr6 en el afio 1970 (Abdullah, 2008) y en México se
documento la presencia del psilido, B. cockerelli en 1947, atacando las
solanaceas en Durango, Estado de México, Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas,

pero en la actualidad estad presente en al menos 17 estados de la Republica
Mexicana (Arslan et al.1985; Jensen, 1954).

En las zonas semidesiertas del Sur de Arizona, Nuevo México y Texas, en
el invierno la migracion de adultos de B. cockerelli se reproducen en plantas de
Lycium spp., en verano cuando las temperaturas son demasiado altas para los

psilidos emigran a otras zonas (Arslan et al.1985; Jensen, 1954).



A partir de 1970 se le considero como una plaga primaria en los cultivos de
chile, jitomate y papa (Garzén-Tiznado, 2003). En Nueva Zelanda aparecié en
2005 y se le ha catalogado como una plaga de gran importancia en diversas
especies vegetales, especialmente en chile y jitomate (Teulon et al., 2009). Dos
afos después de haber detectado a B. cockerelli en campos agricolas de Nueva
Zelanda se reportd la presencia de Candidatus Liberibacter solanacearum, tal
hecho sugiere que la bacteria llego con el psilido a Nueva Zelanda y que este es
su vector (Liefting et al., 2009).

En las zonas semidesiertas del sur de Arizona, Nuevo México y Texas, en
el invierno la migracién de adultos de B. cockerelli se reproducen en plantas de
Lycium spp., en verano cuando las temperaturas son demasiado altas para los

psilidos emigran a otras zonas (Arslan et al., 1985; Jensen, 1954).

Clasificacién taxondmica

Pilkington, et al. (2004) indicaron que B. cockerelli es un insecto que se
encuentra dentro de la familia Psyllidae, afios después Hodkinson (2009) clasifico

taxondmicamente a B. cockerelli de la siguiente manera:

Reino: Animal
Phyllum: Artropoda
Clase: Hexapoda
Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorryncha
Superfamilia: Psylloidea
Familia: Triozidae
Geénero: Bactericera

Especie: B. cockerelli



Biologia

Bravo et al. (2006) mencioné que las poblaciones de B. cockerelli son
particularmente abundantes después de los inviernos con poco frio y ambientes
frescos; el tiempo requerido para el desarrollo de una generaciéon desde huevo
hasta adulto es de 15 a 30 dias. La temperatura 6ptima es de 27 °C en tanto que
con temperaturas por debajo de 15 °C o arriba de 32 °C afecta su desarrollo y la
supervivencia de los psilidos. La hembra puede ovipositar mas de 500 huevos en
21 dias, que es lo que dura en promedio su periodo de ovoposicion; puede haber
de 3 a 4 generaciones por temporada (MAG, 2010) en el cultivo de papa parece

haber una generacion por afio (Munyaneza et al. 2009).

El ciclo de vida de los psilidos tipicamente comprende el huevo, cinco

instalares ninfales, y adultos con reproduccién partenogenica (Hodkinson, 2009).

La hembra adulta suele ser capaz de depositar un huevo en un minuto o
dos, pero a veces la hembra parece tener dificultades en la oviposicion, por lo que
el tiempo requerido puede ser de 5 0 mas minutos. Los huevos que son fértiles no

desarrollan ninfas y no salen del cascaron y tienden a secarse (Lehman, 1930).

CICLO BIOLOGICO A\:;;‘@

Bactericera cockerelli Sulc 21.61uc

ADULTO recién emergido

CICLO BIOLOGICO DE PARATRIOZA
(Bactericera cockerelli).
362.68 U.C>6.3

EN DIAS LO COMPLETAEN 27 DIAS 48.93UC

A UNA TEMPERATURA IDEAL DE 232C.
Desarrollo: 72C—352C
Perecen a los 402C.

N5

o 57.38 UC

91.85UC

Figura 1. Ciclo biolégico de Bactericera cockerelli



Caracteristicas

Huevo

Bujanos et al. (2005) menciono que los huevos son de color amarillo-
naranja, de forma ovoide, en el extremo basal presenta un filamento con el cual se
adhieren a las hojas, presentan cinco estadios ninfales con forma oval, dorso-
ventralmente aplanados, con los ojos bien definidos, requieren de 8 a 10 dias para

su incubacion (Marin, 2004).

Ninfas

B. cockerelli presenta cinco estadios ninfales con forma oval, dorso
ventralmente aplanados, con ojos bien definidos, en forma de escamas, presentan
filamentos alrededor del cuerpo, cerosos los cuales forman toda la orilla del cuerpo
y a menudo viven en el envés de las hojas; son casi inmoviles en los tres primeros
estadios y en los otros dos siguientes, adquieren cierta movilidad (Bujanos et al.
2005; Bravo et al. 2006).

Primer instar: presenta dorso ventralmente aplanado de forma oval,
cabeza y térax fusionados (cefalotérax), antenas con segmentos basales cortos,
gruesos y poco definidos, el dltimo segmento contienen setas sensoriales; o0jos
poco diferenciados, estilete, casi del largo del cuerpo. Patas bien desarrolladas,
con segmentos poco evidentes, segmentos tarsales con ufias poco desarrollada,
alas no visibles, poros anales externos poco definidos. Margen del cuerpo cubierto

por una hilera de setas truncadas (Marin et al. 1995).

Segundo instar: presenta forma dorso-ventralmente aplanada; las
divisiones entre cabeza, térax y abdomen son evidentes. Cabeza con antenas con
segmentacion no diferenciada, poseen dos sencillas placoides y dos setas
censoras. El clipeo, labio y estilete se encuentran diferenciados; presencia de

0jos. Alas desarrolladas, patas diferenciadas (Becerra, 1989).



Abdomen, con segmentaciébn poco marcada con los espiraculos de los
primeros segmentos diferenciados, presencia de circulos de poros anales externo

e interno, asi como el orificio anal. El margen del cuerpo igual al estadio anterior.

Tercer instar: dorso ventralmente aplanado divisiones del cuerpo al estadio
anterior. Cabeza con antenas con tres sencillas placoides y setas censoras (Marin
et al. 1995). Los paquetes alares son facilmente detectables, el color amarillo
empieza a tornarse en color verde (Pletsch, 1947) y se definen perfectamente las
constricciones del cuerpo, a partir de este instar las glandulas de cera son

prominentes alrededor del margen del cuerpo.

Cuarto instar: antenas con una sencilla mas que el anterior, la antena
estrecha visiblemente hacia su parte media, dos setas censoras en su parte
terminal. Torax con patas segmentadas y un par de ufias visibles. La diferencia en
el abdomen con la instar anterior es que la construccion entre térax y abdomen es

mas notoria (Marin, 1995).

Quinto instar: cabeza, térax y abdomen bien definidos. Cabeza con
antenas engrosadas en su base, reduciéndose sucesivamente hacia la parte
terminal; en estas se encuentran dos setas sensorias insertadas a diferentes
niveles , la apical mas gruesa y larga que la precedente (Marin, 1995). Describen
al quinto instar con cuerpo aplanado; margen de la cabeza anterior ampliamente
redondeado; antenas cortas, flagelo de las antenas de 1 a 3 segmentos; tarso
pequefo, ovales, redondas o triangulares (Burckhardt y Lauterer 1997), el color de
las ninfas maduras pueden ser cercano al color de las hojas, dependiendo de

planta huésped.

Adulto

Miden aproximadamente 2 mm (MAG, 2010), poseen una coloracién verde
los dos primeros dias para posteriormente cambiar a una tonalidad negra con
marcas color blanco, una franja paralela sobre el primer segmento abdominal y

otra marca en forma de “Y” invertida cerca de la orilla del abdomen.



El fémur de las patas posteriores se encuentra agrandado lo que les permite saltar
al ser molestados. En general son muy activos por lo que se les conoce también

como pulgoén saltador (Mena et al., 2005).

(Burckhardt y Lauterer, 1997), mencionan que B. cockerelli tiene cabeza
inclinada respecto al eje longitudinal del cuerpo, més estrecho que el térax; satura
coronal siempre desarrolladas; alas anteriores transparente; setas laterales
presentes solo en el primer terguito abdominal visible, genitales femeninos cortos,

rara vez moderadamente largos.

Hospederos

B. cockerelli posee un amplio rango de plantas hospederas incluyendo especies
vegetales en 20 familias prefiriendo principalmente especies de solanaceas
(Abdullah, 2008). A partir de 1970 esta especie se considera una plaga primaria de
la papa Solanum tuberosum L., chile Capsicum spp. y tomate Lycopersicum
esculentum Mill. (Garzén et al., 1992; Garzon, 2003).

Dafios e importancia econdmica

Ayer y Crawford (1933), documentaron ampliamente el comportamiento de
alimentacion de B. cockerelli en el cultivo de papa, en particular el dafio causado
por las ninfas conocido como “enfermedad” causada por psilidos. La cual ocasiona
pérdidas de rendimiento que consiste en una sobreproduccion de tubérculos de
menor tamafio y de baja calidad, necrosis del floema que ocurre en tallos,
estolones, raices y raicillas laterales, esta necrosis es mas severa en tallos y

estolones. Otro dafio ocasionado por B. cockerelli es el enrollamiento de hojas.

Los psilidos de la papa se alimentan de la savia de las plantas hospederas;
como resultado de la alimentacién, producen el amarillamiento de la papa y el
jitomate por efecto de las toxinas (dafio toxinifero o directo), el efecto patolégico de

la toxina es temporal.



Las ninfas, ademéas de ser toxinifero, 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” (Garzon, 2002). En la planta, las ninfas o los
adultos introducen el estilete hasta el floema; por uno de los conductos el insecto

succiona la savia y por el otro inyecta su saliva a la planta (Col, 2005).

Dafios provocados por B. cockerelli

Directo

Los dafios toxinifero provocados por el pulgén saltador fueron dados a
conocer por Richards (1928 y 1933), que atribuyé la enfermedad del
“amarillamiento de la papa” a los procesos de alimentacion de las ninfas en la
planta, por el estilete también inoculan toxinas, lo que se confirmé al retirar las
ninfas de las hojas y observar que los sintomas desaparecian lentamente, asi

mismo la planta tendia a recuperar su color verde normal.

Diversos investigadores han aportado mayores elementos sobre el efecto
de la toxina de Bactericera en las plantas de papa y tomate, sin embargo, en
algunos casos estos son contradictorios y provocan confusién, pues algunos
investigadores dicen que ademas del amarillamiento en papa, “las hojas apicales
tienen foliolos ondulados y morados”, sintomas que estdn mas relacionados con
los de la punta morada de la papa que fueron causados por la toxina. Otros
aspectos contradictorios son los referidos a la disminucion y acumulacion de
almidon en papa reportada por Eyer en 1937 y Leach en 1940, respectivamente
(Garzon, 2002).

Indirecto

La principal enfermedad de la papa es la punta morada, originalmente
descrita en Estados Unidos y transmitida por chicharritas. A una enfermedad
similar en papa observada en México, se le asigno el mismo nombre y estudios
moleculares del ADN concluyeron que es causada por un fitoplasma del grupo del
aster yellows (Leyva-Lopez y Col, 2002) y que a diferencia de los reportes de
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Estados Unidos, en México la punta morada de la papa parece ser transmitida por
B. cockerelli y no por chicharritas (Garzon, 2002, Garzon et al., 2005; Salas-
Marina, 2006).

Estudios recientes han mostrado que una nueva especie de una bacteria no
cultivable denominada Candidatus Liberibacter solanacearum (psyllaurous), es
responsable de la enfermedad “Permanente del tomate” y “Punta morada de la
papa o manchado del tubérculo” (Zebra chip) (Munyaneza et al., 2007 y 2009) y es
transmitida por B. cockerelli (Garzén-Tiznado, et al.,, 2009). Siendo este el

patégeno de mayor importancia del cual es portador el psilido.

Candidatus Liberibacter solanacearum es una bacteria limitada al floema y
es transmitida por B. cockerelli al alimentarse de la savia de plantas infectadas
(Pelz-Stelinsky et al., 2010).

Al igual que el vector, esta bacteria tiene un rango de temperatura
relativamente estrecho. Temperaturas inferiores a 17 °C o superiores a 32 °C
afectan negativamente el desarrollo de la bacteria. A 17 °C o menos, el desarrollo
de la bacteria en la planta se reduce significativamente pero no lo previene. En
cambio, cuando la temperatura se mantiene por varias horas arriba de 32 °C la

bacteria no se desarrolla en la planta (Munyaneza, 2012).

Por otro lado Hansen et al. (2008) documentaron que la enfermedad
ocasionada por Candidatus Liberibacter solanacearum, se ha asociado con el
psilido de la papa, B. cockerelli, en una forma de trasmision persistente, donde el
vector adquiere a la bacteria por la alimentacion e incorporacion a la microflora del

intestino.

En cuanto a los patrones de desplazamiento de Candidatus Liberibacter
solanacearum dentro del hospedante, Levy et al. (2011) mencionaron que esta
bacteria se moviliza a través del floema en tomate y papa. La frecuencia y
direcciéon del desplazamiento varian entre las dos especies y entre las variedades
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de papa en ambos cultivos se detectd a la bacteria en las hojas del nivel medio

superior, tres semanas después de la transmision por B. cockerelli.

B. cockerelli como vector

De acuerdo con Pelz-Stelinsky et al. (2010) Candidatus Liberibacter es una
bacteria persistente que se reproduce dentro del insecto vector y puede

transmitirse de generacion en generacion de forma transovarica.

Liefting et al. (2009) menciona que B. cockerelli es el principal vector de
Candidatus Liberibacter solanacearum. El insecto adquiere la bacteria al
alimentarse de las plantas infectadas, la cual, pasa a través de la barrera
intestinal, se multiplica dentro del vector y una vez que llega a las glandulas

salivales es transmitida a otra planta durante el proceso de alimentacion.

Variacion genética de Bactericera cockerelli

Romney (1939) indicé que este insecto desarrolld grandes poblaciones con
migraciones primaverales en el Sur de Arizona de Enero a Mayo sobre plantas
silvestres del género Lycium. Tipicamente, B. cockerelli luego migré a Colorado,
Nebraska y otros estados del Norte. Pletsch (1947) después indic6 que el origen
anual de las poblaciones ocurri6 mucho mas lejos y migraron del Sur de Texas
(cerca del Rio Grande) o incluso de México que posteriormente migraron a

Arizona y Nuevo México.

Estos antecedentes llevaron a investigaciones que tenian por finalidad el
determinar si estos nuevos brotes eran el resultado de un simple rango de
expansiéon en su distribucion o la evolucién de un nuevo biotipo de B. cockerelli.
Esto fue posible utilizando secuencias repetidas de marcadores (ISSR) asi como
las secuencias del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COI), un espaciador

interno transcrito (ITS2) y del gen wsp (Liu et al. 2006).
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En un estudio posterior Jackson et al. (2009) demostraron mediante el uso
de marcadores ISSR la cercania genética entre B. cockerelli de Coahuila, México
y Texas, EUA, evidenciando con ello las migraciones que este insecto realiza al
Norte entrando la primavera, asi como las diferencias genéticas estadisticamente
significativas entre dichas poblaciones y B. cockerelli de Guatemala. Los biotipos
de insectos reconocen cierta variacion entre poblaciones de la misma especie que
pueden incluir variacion morfoldgica y la capacidad de sobrevivir, reproducirse o

causar enfermedades en diferentes plantas (Shufran y Payton 2009).

Dentro de las categorias taxonémicas de las poblaciones que presentan un
proceso de especiacion, se pueden encontrar una gran variedad de términos
utilizados por diferentes autores tales como biotipos, razas hospederas y especies
(Diehl y Bush 1984, Pashley 1986, Dres y Mallet 2002, Coyne y Orr 2004). Drés y
Mallet (2002) usan el término biotipo para referirse a una poblacion con alguna
diferenciacion genética o fenotipica con respecto a otra poblacién, la cual esta en

el mismo rango polimérfico de lo que taxondmicamente se define como especie.

Dentro de los biotipos se pueden encontrar diferencias a nivel molecular
gue generan haplotipos (Lewter et al. 2006, Nagoshi et al. 2007 a y b). Un
“haplotipo” es definido basicamente como una unica forma genética que difiere de
cualquier otra forma por variaciones en las posiciones individuales (al menos en

un nucleétido) en una secuencia de ADN (Templeton, 2006).

Aungue se puedan encontrar diferencias a nivel fisioldgico o reproductivo
dentro de los biotipos, las similitudes en caracteristicas a nivel morfolégico hacen
imposible su separacion. Sin embargo, los biotipos difieren en varias
caracteristicas a nivel molecular que permiten su diferenciacion de manera rapida
y efectiva. Dentro de estas caracteristicas, se pueden incluir las variaciones en
aloenzimas electroforéticas, en particular las esterasas, polimorfismos de ADN
mitocondrial, RFLP’s, AFLP’s, asi como las diferencias en las secuencias de ADN

repetitivo (Salinas, 2010).
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Los estudios previos de variabilidad genética en poblaciones de psilidos de
papa han revelado biotipos separados dentro de B. cockerelli que coinciden con la
separacion geografica de las poblaciones de psilidos de papa (Liu et al., 2006,
Jackson et al., 2009). Los biotipos de insectos reflejan algunas variaciones entre
poblaciones de la misma especie que pueden incluir la variacion morfolégica y la
capacidad de sobrevivir, reproducirse o disminuir la ingesta de diferentes plantas
gue sus contrapartes (Shufran y Payton, 2009).

Haplotipos presentes de Bactericera cockerelli

Estudios de mapeo de poblaciones han identificado tres haplotipos distintos
dentro de los Estados Unidos, que estan asociados con tres regiones geograficas
diferentes: Central, Occidental y Noroeste (Liu et al., 2006; Swisher et al.,
2012, 2013). Psilidos del haplotipo Central han sido identificados a través de una
amplia gama geogréfica, que se extiende desde el este de México hasta Texas,
Kansas, Colorado, Nebraska y Wyoming, extendiéndose hasta Dakota del Norte
( Swisher et al. 2012, 2013). Del mismo modo, se identificé el haplotipo
Occidental a través de California y Nuevo México hasta Washington, Oregon vy
Idaho (Swisher et al. 2012, 2013). A la fecha, el haplotipo Noroeste s6lo ha sido
identificado en el Noroeste de Washington, Oregon y ldaho (Swisher et al.
2012, 2013).Este haplotipo es genéticamente diferente de los biotipos Central y
Occidental (Swisher et al., 2012).
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

El presente trabajo de investigacion se realizé dentro de la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro, el experimento se llevd a cabo en el departamento de

parasitologia, en el laboratorio de toxicologia.

Material utilizado

Se trabajé con insectos adultos Bactericera cockerelli de los estados de
Aguascalientes, Jalisco, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Michoacan,
Zacatecas, Nuevo Ledn, Coahuila y Nayarit, proporcionados por M.C. Mariana

Beltran Beache.

Figura 2. Plantas de chile infestadas por Bactericera cockerelli
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Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de forma individual de psilidos de B. cockerelli capturados en cada

sitio, empleando la técnica descrita por Doyle & Doyle, (1990).

Para el aislamiento del ADN se macero un insecto de cada poblacion en morteros,
agregando 200 pl de solucion de buffer de lisis (EDTA pH 8.5, 50 Mm; Tris HCL
pH 8, 100 Nm; NaCL 50 Mm; SDS 2 %).

Figura 3. Extraccion de ADN de Bactericera cockerelli

El extracto se recuperd y se depositd en un tubo de eppendrff de 1.5 ul y se
adiciono 200 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se mezclé en vortex

durante 30 s.

>

Figura 4. Recuperacién de extracto de ADN
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La solucién se centrifugo a 12000 rpm a temperatura ambiente por 15 min.
A continuacion se recuper6 a un tubo nuevo estéril la fase liquida y se le adiciona
una cantidad proporcional al volumen recuperado de isopropanol frio. Con la
finalidad de tener mayor pureza en el ADN, se mezclé con inmersiones suaves e

incubo durante 15 min a 4 °C.

A continuacion, la soluciéon se centrifugo a 12000 rpm a temperatura
ambiente por 10 min para precipitar y formar una pastilla de ADN en el fondo del
tubo. Se desecho el isopropanol por decantacion para no desprender la pastilla del
fondo del tubo. Se agregaron 200 ul de alcohol al 70 %, se lavo la pastilla con
inversiones suaves, se desechd el alcohol y se deja secar a temperatura
ambiente. Finalmente se resuspendio la pastilla en 20 pl de agua estéril. EIl ADN
fue analizado por electroforesis en gel de agarosa 2 % 100 ml de TAE 1X como

solucién de corrida.

Reaccion de PCR

Para la reaccion de PCR se emplearon Iniciadores COI F3 ('5-
TACGCCATACTAGCAATCGG-3’) y COI R3 (‘5-GAGTAACGTCGTGGTATTCC-
3’), que amplifican una regién de 500pb del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
subunidad | (GenBank EF372597) (Swisher et al., 2012); en la reaccion de PCR se
emplearon 4pL de Tag&Go' Mastermix (MP Biomedicals), 0.5uL de cada iniciador
a 10uM y 1uL de ADN. EIl programa de reaccion fue, una temperatura inicial de
98°C durante 30s, seguida por 35 ciclos de 98°C por 10s, 56°C por 20 s, como
temperatura media de alineacion y 72°C por 30s, seguidos de una extension final
de 72°C durante 7min, en un termociclador MaxyGene de la marca Axygene. Los
productos obtenidos se verificaron en un gel de agarosa 2 % empleando como
fluorégeno buffer de carga-Gel Red (Gen Script). Los amplificados generados se
secuenciaron en ambos sentidos (Macrogene, USA) y las secuencias obtenidas se
analizaron en el programa BLAST (NCBI), comparandolas con los haplotipos de B.

cockerelli ya reportadas.
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RESULTADOS Y DISCUCION

Se obtuvieron un total de 34 amplificaciones (Fig. 5) provenientes de los sitios
indicados en la tabla 1, de las cuales se seleccionaron al azar de dos a tres
muestras de cada estado para su secuenciacion, obteniendo la secuencia de

nucleotidos presentada en la figura 6.

Tabla 1. Listado de muestras que se secuenciaron y el estado de procedencia

Numero de Muestra Estado
1 Zacatecas
2 Aguascalientes
3 Aguascalientes
4 Jalisco
5 Jalisco
7 Aguascalientes
9 Guanajuato
10 Guanajuato
12 Jalisco
13 Hidalgo
14 Hidalgo
15 Puebla
17 Puebla
19 S.L.P
20 S.L.P
21 Zacatecas
23 Zacatecas
24 Nayarit
26 Nuevo Ledn
27 Nuevo Ledn
28 Nuevo Ledn
30 Durango
31 Durango
33 Michoacan
34 Coahuila

18



Resultados de la amplificacion del gen mitocondrial (COI)

En la figura 5. Se muestra la imagen del gel de agarosa con los resultados
obtenidos tras la reaccion de PCR, donde se puede observar el bandeo a un peso
de 500 pb, el cual corresponde al producto esperado de la amplificacion de la
region del gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad I, los resultados fueron

los esperados en todas las muestras analizadas.

34 5 6 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 26 27

500p

MP 28 29 30 31 32

Figura 5. Resultados de la amplificacion del gen mitocondrial citocromo oxidasa |

Todos los productos secuenciados presentaron el mismo patron de nucleétidos
(figura 5). La secuencia obtenida se compard con las secuencias disponibles de
los haplotipos Central, Noroeste, Suroeste y Oeste disponibles en el GenBank.
Coincidiendo en un 100 % con el haplotipo Central lo cual coincide con lo
reportado por Swisher et al. (2013), quienes reportan la presencia de este

haplotipo en Mexico.
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Como podemos ver, a continuacién se muestra la secuenciacion obtenida.

TACGCCATACTAGCAATCGGAATTCTAGGATTCATTGTTTGAGCACATCATATA
TTTACAGTAGGTATAGATGTTGATTCTCGTGCCTATTTCACTTCCGCAACTATA
ATTATTGCTGTCCCTACAGGAATTAAAATTTTTAGTTGATTAGCAACTATTTATG
GGATAAAAATATATTTTTCTCCAAGTATTATTTGATCTCTAGGATTCATTTTCCT
GTTTACACTGGGAGGTTTAACAGGTGTAATTTTAGCAAATTCTTCAATTGACAT
TATTTTACATGACACATACTATGTAGTAGCACATTTCCATTATGTTCTATCTATA
GGGGCTGTATTTGCAATTATTGCTAGATTTATTAATTGATACCCTTTAATAACA
GGAGTAATTATAAATAAAACTTTATTAAAAACACAATTTATTAGTACTTTTATTG
GTGTTAACCTTACTTTTTTCCCCCAACATTTCTTAGGACTCATAGGAATACCAC
GACGTTACTC

Figura 6. Resultados de secuenciacion obtenida

Swisher et al. (2013) recogieron 12 psilidos de papa cerca de Toluca en
octubre de 2012, y 12 psilidos en Querétaro, México. Utilizando un andlisis de
hibridacién de alta resolucién del gen COI, identificando la presencia del haplotipo
Central en Mexico, El Salvador, Honduras y Nicaragua de los cuales también se

incluyeron insectos en dicho estudio.

Para este trabajo se muestrearon los estados de Zacatecas,
Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Hidalgo, Puebla, S.L.P, Nayarit, Nuevo Ledn
y Durango (Tabla 2), de los cuales algunos estan geograficamente cerca de los
estados de Toluca, Querétaro (Swisher et al., 2013) y area fronteriza ((Swisher et
al., 2012), donde se ha reportado el haplotipo Central, respaldando los resultados

obtenidos en la presente investigacion.
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Ubicacién geografica

En la figura 7, Se localizan los estados de muestreo de los psilidos cuyo sitio de
origen se menciona en la tabla 2, donde se encontré presente el haplotipo Central

en Mexico, cada uno de los cuales se resalta su ubicacion marcados con un globo.

Tabla 2. Puntos de muestreo de Bactericera cockerelli.

Numero de muestra Localidad Estado
1 Pinos Zacatecas
2 La finca de Adobe, El Taray Aguascalientes
3 Los Laureles, Villa Hidalgo Jalisco
4 El Reparito, Villa Hidalgo Jalisco
5 Potrero de Vaquerias, Calvillo Aguascalientes
6 Potrero de Vaquerias, Calvillo Aguascalientes
7 Potrero de Vaquerias, Calvillo Aguascalientes
8 Rcho. Nuevo de la Luz, Ledn Guanajuato
9 San Fco. del Rincén Guanajuato
10 Rcho. Nuevo de la Luz, Ledn Guanajuato
11 Ciudad Guzman Jalisco
12 San Agustin Metzquititlan Hidalgo
13 San Cristobal Hidalgo
14 La gallera, Tlaola Puebla
15 San Juan Tianguismanalco Puebla
16 San Juan Tianguismanalco Puebla
17 La vibora, Villa de Arista S.L.P
18 Bocas S.L.P
19 Santa Fe, Moctezuma S.L.P
20 Campechana, Villa de Cos Zacatecas
21 Las Catarinas, Fresnillo Zacatecas
22 La Laborcilla, Calera de V. R. Zacatecas
23 Sta. Maria del Oro Nayarit
24 San Rafael Nuevo Ledn
25 Navidad Nuevo Leodn
26 San Rafael Nuevo Leodn
27 Labor de Abajo, Poanas Durango
28 La Borrega, Poanas Durango
29 H. Marquez, Poanas Durango
30 El Refugio, Durango Durango
31 Cocucho, Charapan Michoacan
32 Saltillo Coahuila
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CONCLUSION

De acuerdo a los datos obtenidos de esta investigacion en el andlisis de
secuencias de los productos obtenidos de la amplificacion del gen mitocondrial
citocromo oxidasa | (COIl) del psilido Bactericera cockerelli, identificando de

manera efectiva los psilidos como haplotipo Central.
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