UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE AGRONOMIA
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

Inoculacion y Descripcion de Sintomas de Candidatus Liberibacter solanacearum
(Lso) en Physalis ixocarpa Transmitido por Bactericera cockerelli (Sulc.).
Por:

PAOLA ELOISA OSORIO VILLA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:

INGENIERO AGRONOMO PARASITOLOGO

Saltillo, Coahuila. México.

Noviembre 2023



UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DIVISION DE AGRONOMIA
DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA

Inoculacién y Descripcién de Sintomas de Candidatus Liberibacter solanacearum
(Lso) en Physalis ixocarpa transmitido por Bactericera cockerelli (Sule.)

Por:
PAOLA ELOISA OSORIO VILLA

TESIS

Presentada como requisito parcial para obtener el titulo de:
INGENIERO EN PARASITOLOGIA

Apfabada por el Comité de Asesorla

- it /
L / ,:t_,:,,
\/ - \ﬁg_f, p ff’}’é
Dr. Sergio René Sanchez Pefia Dra. Caroli do Luna

Asesor Principal Asesor Principal Extérno

s
s

(& sl
Dr. Oswaldo Ga cia Martinez Dr. Lunwwme

Coasesor ,P- :C:‘:f-a?,e
. 'i'
P R X
\&{\\ o ~ i on T r
, : ‘ Q

Dr. Alberto Sghdoval Ra

Coordinador de_,Ja D:v:s:on de Agr

Saltillo, Coahuila, México.

Noviembre 2023




DECLARACION DE NO PLAGIO

El autor es el responsable directo, jura bajo protesta de decir la verdad que no se

incurrié en plagio o conducta académica incorrecta en los siguientes aspectos:

Reproduccion de fragmentos o textos sin citar la fuente o autor original (corta y
pega); reproducir un texto propio publicado anteriormente sin hacer referencia al
documento original (auto plagio); comprar, robar o pedir prestados los datos o la
tesis para presentarla como propia; omitir referencias bibliograficas o citar
textualmente sin usar comillas; utilizar ideas o razonamientos de un autor sin
citarlo; utilizar material digital como imagenes, videos, ilustraciones, graficas,
mapas o datos sin citar al autor original y/o fuente, asi mismo tengo conocimiento
de que cualquier uso distinto de estos materiales como el lucro, reproduccion,
edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por las autoridades

correspondientes.

Por lo anterior me responsabilizo de las consecuencias de cualquier tipo de plagio

en caso de existir y declaro que este trabajo es original.

Pasante:

A j "
L

Paola Eloisa Osorio Villa




AGRADECIMIENTOS

A mi ALMA TERRA MATER por albergarme dentro de su seno y brindarme todas y
cada una de las herramientas necesarias para mi formacion profesional y

desempefiarme como tal.

Al Departamento de Parasitologia por facilitarme los elementos imprescindibles en
todo momento de mi preparacion y a los profesores que me brindaron parte de su
tiempo, amistad y lo mas importante su conocimiento para ser una persona de

provecho.

A mis asesores el Dr. Sergio René Sanchez Pefia por su experiencia y tiempo
dedicado a este proyecto y la Dra. Carolina Delgado Luna por su tiempo y gran apoyo

en la realizacion de esta investigacion.



DEDICATORIAS

A mis padres José Luis Osorio Lopez y Maria Azucena Villa Valenzuela por su gran
apoyo, sacrificio y esfuerzo que realizaron para concluir mis estudios, por la confianza
gue depositaron en mi. Que con reglas y algunas libertades, pero al final de cuentas
me motivaron constantemente para alcanzar mis anhelos. Por darme lo mejor en la
vida, educacion, buenos principios y ser una persona de bien. Los quiero y aprecio

muchisimo.

A mis abuelos Gonzalo Villa Alvares (1) Y Dora Elia Valenzuela Galarza les doy
infinitas gracias por todo el amor y apoyo que me han brindado desde mi nifiez. Dora
Elia gracias ser parte de mi motivacion y por todo el esfuerzo, apoyo, por tanto, carifio;
porque gracias a eso e podio concluir mis estudios y por toda la confianza que en mi
depositd, gracias por todos los bonitos momentos que he pasado con usted, sélo usted
sabe cuanto la admiro y aprecio.

José Osorio Maria y Paula Lopez les doy las gracias por sus consejos Yy el carifio

gue siempre me han demostrado.

A mis hermanas Itzel Guadalupe y Maria José mis fieles compafieras y amigas,
confidentes le agradezco a la vida por brindarme unas maravillosas hermanas como
ustedes, les doy las gracias a ustedes por ser parte de mi vida y por ser parte de mi
motivacion para poder lograr esta etapa importante en mi vida, gracias por todo el

carifio y amistad que me han ofrecido.

A mis padrinos Ismael Salas y Verdnica Villa les doy gracias por siempre apoyarme
y brindarme su carifio, por cuidarme y estar al pendiente de mi como si fuera una hija
mas para ustedes. Muchos de mis logros se los debo a ustedes entre los que se incluye

este. Los quiero y aprecio mucho.



A mis tios Gonzalo Villa, y Ezequiel Osorio (1) gracias por sus palabras de
motivacion y todo el apoyo que me brindaron. Gracias por ser parte de este logro.
Ezequiel Osorio espero que, desde el cielo, este orgulloso de mi; le mando un fuerte
abrazo y beso al cielo, gracias por ser parte de mi vida, por siempre demostrarme su
carifio y con abrazo recordarme que podia salir adelante, hoy y siempre estara en mi.
Los quiero mucho.

Jorge Osorio y su esposa Paola Robledo Gracias por brindarme su apoyo, carifio y
amistad. Por darme consejos y guiarme de vez en cuando.

A mis primos Ximena, Tania, Angie, Eliza, Ingrid, Nayeli, Justin, Emiliano, Aarén,
Luis Felipe, Ezequiel, Jorgito Gracias por su infinita amistad y por siempre contar

con ustedes en los buenos y malos momentos de mi vida.

A mi pareja Victor De La Cruz Martinez mi amado y fiel compafiero de aventuras,
amigo y novio te doy gracias por tu amistad y por tanto apoyo, confianza y carifio que
me has brindado en todos estos afios, por siempre impulsarme y recordarme que yo

podia. Gracias por ser parte de mi vida y de este logro tan importante para mi.

A la familia Valenzuela Galarza gracias por siempre brindarme su carifio, apoyo y sus
consejos. Estoy agradecida con la vida por haberme brindado una maravillosa familia.



INDICE GENERAL

RESUMEN .. et ettt e e e et b e e e e e eb e e e eerba e eaeees Vi
1. INTRODUGCCION. ......coiiieieeeeeeeeeee ettt e et ae et et eeteeteseeeae e 1
1.1 JUSHIFICACION. ...eeeieeeieeeee ettt ettt e e e e e e e e e e 2
@ o1 1=Y Aol CT=T o 1= - | R 2
1.3 ODbjetiVOS ESPECITICOS. ..uuuuiiiieeiieiieeie et 2
3 o 1T 00 (=TS £ 3
3. REVISION ..t e e e e e e e e e e e e nna s 3
2.1, TOMALIIO ...t 3
2.1.1. CaracterisStiCas geNEralES ..........cuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 3
2.1.2. DISHIBUCION ...ttt e e as 4
2.1.3 Fisiologia/ Ciclo VEegetatiV. .........ccueaiiiiiiiiiiiiieiiee e 4
2.1.4 Clasificacion TaXONOMICA. ........uuviiiieeiiiiiiiiiiiiie e e e e 5
2.1.5 IMPOITANCIAL ...ttt 5
2.1.6 ENfErMEUATES. ......uiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 6
2.01.7 PlAgas. ... .ccoiieeeiiiiiie e e e e e e e e e aaaaaa 9

2.2 Bactericera cockerelli (Sulc.,1909.) (Hemiptera: Psyllidae; Triozidae).............. 10
2.2.1 Clasificacion taXONOMICA ..........ueiiiiieaiiiiiiiiie e 11
2.2 1 HUBVO ...t 12
P2\ o | - VSR 12

2. 2.3 AQUITO .. 12

4. MATERIALES Y METODOS .....oooiiieeeeeceeeee ettt 13
3.1 Planta de tomatillo (PhysaliS IXOCArPA) ..........uuvururummriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiiieeennenenaens 13



G T2 | 1YY o3 (01 14

3.4. Objetivo 1: Inoculacion de plantas de P. ixocarpa con Lso transmitido por

AdUIOS dE B. COCKEIEIN. ... e 15

3.5. Objetivo 2: Descripcion de sintomas asociados con Lso en plantas de P.

ixocarpa expuestas a adultos de B. cockerelli infectados. ..........ccccccvvvviiiiiiiiiinnnnn. 16
3.5.1 ANAlisiS EStadiStiCO.......ccooveiii i 17
5. RESULTADOS Y DISCUSION ......coouiiiiiiitietecteeee et 17

4.1. Objetivo 1: Inoculacién de plantas de P. ixocarpa con Lso transmitido por

AdUIOS A€ B. COCKEIEIN. ... e 17
B CONGCLUSIONES ... e et 23
B. LITERATURA Cl T AD A ... oot 24



INDICE DE CUADROS

Cuadro 1. Media = E.E. y comparacion de altura, hojas, botones florales, flores y
porcentaje de area clordtica en plantas con y sin Lso. Analisis: prueba t de
Y L6 1= o 19



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Apariencia de plantas utilizadas en el experimento antes de ser infestadas

con adultos de B. cockerelli INfectadOS CONLSO. ... 14

Figura 2. a) Plantas de tomatillo con adultos machos de B. cockerelli confinados con

ayuda de un recipiente de 1L sin fondo, cubierto con tela de organza (flechas

amarillas), b) psilidos sobre planta de tomatillo en confinamiento (flechas

Figura 3. Plantas no expuestas (a) y expuestas a adultos de B. cockerelli con Lso....18

Figura 4. Altura, numero de hojas, botones y flores promedio por planta en plantas con

(infectadas) y SiN (CONIOl) LSO......c.oueiniiii e 19

Figura 5. Plantas de tomatillo no expuestas a adultos de B. cockerelli sin sintomas

ASOCIAAOS CON LSO . et e e 21

Figura 6. Plantas de tomatillo expuestas a machos adultos de B. cockerelli con

SINtOMAS ASOCIATOS CON LSO ...ttt e i 22



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Mantenimiento de experimento en laboratorio..................c.coevicceeennn. 29
Anexo 2. Separacion de machos y confinamiento en planta de tomatillo................. 30
Anexo 3. Amarillamiento de hojay enverdecimiento de nervaduras....................... 31

Anexo 4. Hojas de tomatillo expuestas a adultos de B. cockerelli, con evidente

acucharamiento, amarillamiento y nervaduras enverdecidas................cccocvvenannne. 32
Anexo 5. Toma de fotografias de hojas para andlisis en programa ImageJ.............. 33

Anexo 6. Fotografia con hojas y escala utilizada para analizar porcentaje de area

cloréticaen el programa lmaged........c.oeiniiiiii i 34



RESUMEN

Bactericera cockerelli (Sulc.) es una plaga importante en solanaceas debido a que es
vector del patégeno Candidatus Liberibacter Solanacearum (Lso) agente causal de la
enfermedad zebra chip de la papa, permanente del tomate y variegado del chile. Esta
bacteria también afecta al género Physalis, incluyendo al tomatillo o tomate de cascara
(Physalis ixocarpa). Sin embargo, los efectos y dafio sobre este cultivo no estan bien
definidos ni documentados. En algunos casos no se actua a tiempo debido a que existe
informacion limitada sobre B. cockerelli en P. ixocarpa y los sintomas producidos por
este insecto y el patégeno transmitido Lso y suelen confundirse con trastornos
fisiologicos como los sintomas de deficiencia y estrés hidrico entre otros. Por esta
razon se llevo a cabo esta investigacion, en la cual se escogieron 2 tratamientos en el
cultivo de P. ixocarpa, plantas sin Lso y plantas con Lso. Se infestaron plantas de
tomatillo con insectos macho, esperando que al menos 8 de estas resultaran positivas
a Lso. Esperando también que en aproximadamente 20 dias se comenzaran a reflejar
algunos de los sintomas producidos por este patdgeno. Se enviaron muestras de las
plantas experimentales para deteccion molecular del patdgeno Lso, al Laboratorio
Temperate Tree Fruit and Vegetable Reseach, del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA), mediante PCR y secuencacion de marcadores moleculares.
Al cabo de los periodos de tiempo mencionados, se observaron sintomas como
clorosis intervenal y basal, acucharamiento/ enrollamiento de hojas, crecimiento lento,
achaparramiento de la planta y aborto floral. Estos sintomas tuvieron consecuencias
negativas en el desarrollo de las plantas. Los resultados demuestran que P. ixocarpa
puede ser infectado por Lso en laboratorio; la planta es susceptible a Lso y exhibe
sintomas de la infeccién. Es necesario investigar detalladamente el desarrollo y efecto

de la infeccion por Lso en el desarrollo y produccion de tomate de cascara, P. ixocarpa.

Palabras clave: Tomatillo, B. cockerelli, Lso, Sintomas.
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1. INTRODUCCION

Bactericera cockerelli (Sulc) es la plaga mas importante en cultivos de solanaceas,
ocasiona el desorden fisiolégico conocido cominmente como amarillamiento del
psilido y vector del patégeno Liberibacter solanacearum agente causal de las
enfermedades zebra chip, permanente y variegado en cultivos de papa, tomate y chile
respectivamente; Este insecto plaga se encuentra ampliamente distribuido en Estados
Unidos, Canada, México, Guatemala, Honduras, Nicaragua , Ecuador, Nueva Zelanda,
Islas Norfolk y Australia Occidental (Chavez et al., 2021; Chandra Sarkar et al, 2023).
La enfermedad conocida como “permanente del tomate”, ocasiona grandes pérdidas
mayores al 50% en tomate fresco para mercado (Munyaneza et al.,, 2008;
INTAGRI.2017). El cultivo de tomatillo (Physalis ixocarpa) es de gran importancia
econdmica a nivel nacional, se cultiva en mas de 27 de los 32 estados de la Republica
Mexicana. Esta hortaliza generalmente se comercializa en fresco y se distribuye
durante casi todo el afio (Lopez Cruz et al., 2018). El tomatillo es uno de los productos
mas exportados a nivel mundial siendo los principales paises a exportacion Estados
Unidos y paises bajos, Alemania, Emiratos Arabes Unidos, Reino Unido y Japén
(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2017). Existe un importante nimero de
limitantes en la produccion de este cultivo, principalmente la poca disponibilidad de
nutrientes, altas temperaturas, altos costos de produccién y manejo deficiente del riego
(R. Lépez et al.,2008). En la década de 2008 a 2017 se produjo un promedio 654 mil
toneladas con un minimo de 563 mil toneladas, en 2011 a un maximo de 773 mil
toneladas en 2017. A pesar de que la superficie sembrada se redujo en un 8.5% de
2015-2017, hubo un incremento del 15% en rendimiento (16 a 18 ton/ha). En 2017 se
sembraron 43,172 ha, bajo riego (79 % de la superficie cultivada) principalmente en
Sinaloa (25%), Sonora, Puebla, Guanajuato, Michoacan y Zacatecas; el restante 21 %
se cultivd bajo condiciones de temporal, principalmente en Jalisco, Morelos, México y
Nayarit (Rodriguez-Guzman et al., 2019). Actualmente existe informacion limitada
sobre B. cockerelli en P. ixocarpa y sintomas ocasionados por Lso en este cultivo, por
lo tanto, en la presente investigacion se da a conocer informacion sobre los dafios por

B. cockerelli y sintomas ocasionados por Lso.



1.1 Justificacion.

El cultivo de tomatillo Physalis ixocarpa es atacado por B. cockerelli y afectado por
Lso, sin embargo, la informacién disponible sobre los dafos en la planta y las pérdidas
ocasionada por C. liberibacter solanacearum es escasa. Este patdgeno llega a afectar
la calidad y el valor comercial del tomatillo debido a que ocasiona una deformacion en
el fruto y abortos florales bajando la productividad; en el cultivo de tomate llega a
ocasionar un 45% de perdidas, en el de papa puede llegar hasta un 90% o la pérdida
total (Chavez et al., 2021; Melgoza- Villagémez et al., 2018). Debido a lo anterior en el
presente trabajo se busca determinar si B. cockerelli es capaz de transmitir Lso a
plantas de P. ixorcarpa y describir sintomas asociados con Lso. Por lo tanto, en este
presente trabajo se pretende proporcionar informacién sobre los dafios y sintomas

ocasionadas por Bactericera cockerelli y Lso.

1.2 Objetivo General

Inocular con Liberibacter solanacearum (Lso) plantas de Physalis ixocarpa y describir

sintomas asociados con este patdgeno transmitido por Bactericera cockerelli (Sulc.).

1.3 Objetivos Especificos.

1. Infestar plantas de P. ixocarpa con adultos de B. cockerelli para inoculacién con
Lso.

2. Descripcion de sintomas asociados con Lso en plantas de P. ixocarpa
expuestas a adultos de B. cockerelli infectados y diferencias morfoldgicas.



1.4 Hipétesis

El 100% de plantas de P. ixocarpa expuestas a adultos de B. cockerelli infectados con

Lso, seran positivas y presentaran sintomas asociados a este patdgeno.

3. REVISION DE LITERATURA

2.1. Tomatillo

Physalis ixocarpa es una especie originaria de México, perteneciente a la familia de
las “Solanaceas”. Comunmente conocido como tomate verde, tomatillo, tomate de
cascara, tomate de milpa o miltomatl de origen ndhuatl (Gobierno de México, s.f.). esta
especie de planta es originaria de Mesoamérica, su hombre original en nadhuatl es
“tomatl” que significa agua gorda y paso al espanol como tomate. Originalmente en la
época prehispanica, el nombre tomate se referia Unicamente al tomatillo o tomate de

cascara (Lopez-Cruz et al, 2018).

2.1.1. Caracteristicas generales

Physalis ixocarpa es una la planta herbacea anual, con flores solitarias, hermafroditas
de color amarillo, pediceladas, comunmente fasciculadas y en falsos racimos; Con
poca frecuencia las corolas son tubulares expandidas y acampanadas de color amarillo
verdoso y presenta cinco manchas contrastadas en la parte superior tubular de la flor
cuenta con 5 estambres que muestran deshiscencia longitudinal de tonalidad azul-
purpura o azul-verdosas, el céaliz también llamado envoltura papiracea que llega a
cubrir por completo la baya en la etapa de fructificacion de color verde, hojas glabras

(sin tricomas). Tallos estriados con ramificacién dicotémica, hojas con forma ovalada
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y margen entero, aserrado o dentado. Fruto esférico de tamafio mediano con tonalidad
verde- violeta que esta cubierto en su totalidad por una envoltura papiracea. El fruto o
baya de forma esférica con tres cm de diametro y de textura lisa (Reveles-Torres et
al., 2018.; Santiaguillo-Hernandez et al., 2010.; SIAP, 2023).

Rzedowski y Rzedowski, 2001.Describe a P. ixocarpa como una planta herbacea
erecta y ramificada, con una altura desde 15 a 60 cm de alto; hojas ovaladas con apice
agudo ligeramente acuminado, margenes toscaos e irregulares, dentados con 2 a 5
dientes. las flores presentan pedunculos de 0.7 a 1 cm de largo; céliz de forma ovada,
corola de color amarilla que pueden presentar manchas de color azul-verdoso e incluso
color morado. Los frutos grandes, con tres loculos, amarillos y de firmeza media,

semillas medianas de color amarillo pardo (José & Aureliano, 2015).

2.1.2. Distribucién

A nivel mundial P. ixocarpa se encuentra en Espafa, China, Francia, Bélgica, Canada,
Paises Bajos los cuales son los principales productores de hortalizas que contribuyen
alrededor de un 70% de la producciéon mundial. En México se encuentran presente en
los estados de Baja California Norte, Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua,
Coahuila, Colima, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan,
Morelos, Nuevo Le6n, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora,

Tamaulipas y Veracruz (Villasefior R., 1998; Hernandez-Dezha,2013).

2.1.3 Fisiologia/ Ciclo Vegetativo.

Este cultivo se establece por trasplante de enero a abril en condiciones de riego y en
junio si es de temporal. Presenta ciclo vegetativo de entre 70 a 110 dias desde su

germinacion hasta la cosecha. Durante los primeros 24 dias aproximadamente el



cultivo presenta un crecimiento lento (1cm por dia) posteriormente el crecimiento se

acelera y se estabiliza a los 70 dias (Moncayo-Cristhian, 2020).

2.1.4 Clasificacion Taxonémica.

Brot. ex Hornem (1819) ubican taxonédmicamente a P. ixocarpa de la siguiente manera.
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae.
Subfamilia: Solanoideae
Tribu: Physaleae
Subtribu: Physalidinae
Geénero: Physalis.
Especie: Physalis Ixocarpa. (Suppl, 1819).

2.1.5 Importancia.

En México el cultivo de tomatillo ocupa el quinto lugar en cuanto a superficie sembrada
con produccion anual de 700 mil toneladas, a nivel nacional, lo cual ha posicionado a
México en el noveno lugar como productor y en el tercero como exportador
(SAGARPA). La produccion de tomatillo en nuestro pais sigue en aumento en el 2017
se cosecharon 771.2 mil toneladas; 10.5% mas que en 2016. En marzo del 2018 se
tuvo una produccion de 771 mil 272 toneladas las cosechas fueron principalmente en
los estados de Sinaloa con un 19.5% del volumen total nacional, Zacatecas con 11.6%
y Jalisco con un 10.8% (SIAP, 2018).



2.1.6 Enfermedades.

En el cultivo de P. Ixocarpa se presenta varias enfermedades Fitopatdgenas, entre las

gue destacan:

2.1.6.1 Cenicilla (Oidium sp.).

Este patdgeno ocasiona la enfermedad conocida comunmente como cenicilla o mildiu
polvoriento afecta en la etapa de fructificacion de la semana 12 hasta la semana 20
aproximadamente. Esta enfermedad llega a disminuir el rendimiento y calidad de la
cosecha hasta un 50%. Los signos y sintomas son manchas cloréticas en hojas, tallos
y peciolos cuando la infeccion es severa se convierte en necrosis y causa defoliacion,
se puede observar una capa polvorienta de color blanco harinoso que llega a cubrir
por completo la superficie de la planta. Ocasionando que se detenga el desarrollo del
fruto, por lo que son de menor tamafio; La enfermedad se desarrolla a una temperatura
promedio de 20-30°C, con una humedad relativa de aproximadamente de un 50-80%.
Se dispersa de plantas mediante el aire y puede atacar a especies de plantas de la
familia cucurbitacea como calabazas, pepino, sandia y mel6n. Esta ampliamente
distribuida por todo el mundo ya que se puede desarrollar tanto en clima seco como
hamedo (Apodaca-Sanchez et al., 2008). Los fungicidas tebuconazole, trifloxystrobin,
clorotalonil y benomilo + mancozceb han demostrado tener excelente control contra la
mancha foliar y cenicilla polvorienta del tomatillo en campo (Félix Gastélum et al.,
2006).



2.1.6.2 Mancha de la hoja (Cercospora physalidis).

Se presenta en etapa de fructificacion y causa una fuerte defoliacion y manchado de
frutos cuando el ambiente es favorable ocasiona pérdidas de hasta un 20-30%. La
aplicacion excesiva de fertilizantes nitrogenados favorece el desarrollo para la
enfermedad; Se disemina por labores de cultivo, corrientes de aire e incluso lluvia. Los
signos y sintomas se ven reflejados en hojas y cubierta o cascara del futro, como
manchas color café claro o café canela que posteriormente se tornan de color grisaceo
con un halo amarillo de forma ovoide y de aproximadamente 0.5-1.5 cm de diametro,
con anillos concéntricos y se puede observar vellosidad de coloracion gris y puede
causar defoliacion. La enfermedad se desarrolla a una temperatura de 18-30°C y
humedad relativa de 80-90%. El hongo sobrevive facilmente sobre residuos de plantas
infectadas, este hongo puede entrar en un estado de hibernacion hasta que se
presentan las condiciones Optimas para infectar nuevas plantas (Apodaca-Sanchez et
al., 2008). Los fungicidas como tebuconazole, trifloxystrobin, clorotalonil y benomilo +
mancozceb han demostrado un excelente control contra la mancha foliar y la cenicilla

polvorienta del tomatillo en campo (Félix-Gastélum et al., 2006).

2.1.6.3 Carbon blanco (Entyloma australe speg.)

La enfermedad es conocida cominmente como carbdn blanco se presenta en la etapa
de fructificacién, dafiando principalmente las hojas y la envoltura que cubre el fruto,
esta enfermedad es esporadica pero devastadora ocasionando grandes pérdidas que
llegan a superar el 50% en rendimiento cuando se presentan abundantes lluvias
invernales. En plantas afectadas por este patégeno se pueden observar lesiones en
las hojas como manchas blanquecinas y en el centro pequefias lesiones viejas de
tonalidad café y en el haz de la hoja se forman pequefias ampollas, en el envés de las
ampollas se pueden observar con una vellosidad fina de color blanco cremoso. Este
patdogeno se disemina por medio del aire o con el salpique de la lluvia, necesita

temperaturas de 15-20°C y humedad relativa de 80-100% para su desarrollo. Las
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lluvias, neblina, exceso de fertilizacion nitrogenada, riego constante y demas factores
gue propicien la acumulacion de humedad favorece las condiciones para el desarrollo
del patdgeno, ademas puede sobrevivir en malezas o residuos de cosecha (Apodaca-
Sanchez et al., 2008). El propiconazol presenta mayor control para carbon blanco en

cultivos con acolchado (Moncayo-Cristhyan, 2015).

2.1.6.4 Pudricién del tallo (Cercospora sp.).

Enfermedad conocida cominmente como pudricion del tallo se presenta cuando la
planta entra en floracion-fructificacion y llega a afectar la produccién hasta en un 30-
50%. En el 2005 fue detectada en Higuera de Zaragozay en el Valle del Carrizo en el
estado de Sinaloa (Apodaca-Sanchez et al, 2008). Este patégeno estéd asociado a los
dafios ocasionados por el insecto barrenador (Melanagromyza tomaterae Steyskal);
en tallos de plantas afectadas por el patdgeno se pueden observar lesiones largas que
miden aproximadamente 5-20 cm de longitud de tonalidad café oscuro que con el paso
del tiempo se produce una pudricion total de la base del tallo ocasionando defoliacién,
maduracién prematura del fruto y que las plantas se decaigan, cuando hay un exceso
de humedad se puede observar vellosidad en las lesiones de color gris (Apodaca-
Sanchez et al., 2008). Los fungicidas como tebuconazole, trifloxystrobin, clorotalonil y
benomilo + mancozceb han demostrado tener un excelente control contra la mancha
foliar (Félix-Gastélum et al., 2006).

2.1.6.5 Marchitez vascular (Fusarium oxysporum f.licopersici).

Enfermedad conocida cominmente como Marchitez vascular o amarillo se presenta
en cualquier etapa fenoldgica del cultivo, no solo ataca al tomatillo o tomate también
ataca otras especies silvestres de estos cultivos asimismo otras subespecies del

patogeno infectan a otros cultivos. Es una de las enfermedades mas prevalecientes de
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solanaceas y llega a ocasionar pérdidas de hasta un 50% en el cultivo de tomatillo; se
encuentra extensamente distribuida por todo el mundo. Los climas calidos y suelos
arenosos son factores propicios para que el hongo se desarrolle. Y se refleja
principalmente sobre el follaje, produce clorosis en hojas jovenes que posteriormente
se convierte en marchitamiento, ocasiona achaparramiento, pudricion en raiz y tallos
provocando la muerte de la planta (De La Garza-Gonzales,1996; Agrios, 2002 y 2006).
Los fungicidas como procloraz, propiconazol, tiabendazol, carbendazim, benomilo,
tiofanato, difenoconazol, tebuconazol, epoxiconazol han demostrado un buen control
para marchitez vascular, la aplicacion de Trichoderma koningi o Pseudomonas
fluorescens en el suelo cuando las plantulas tienen de 30-45 dias han demostrado

tener buen efecto (Arturo & Karla, 2017).

2.1.7 Plagas

El cultivo de tomatillo presenta varias plagas insectiles, entre las que destacan

principalmente:

2.1.7.1 Arrocillo del tomate Melanagromyza tomaterae Steyskal, (Diptera:

Agromezydae).

Conocido comunmente como arrocillo del tomate, se presenta desde las primeras
etapas del cultivo, comienza infestando a nivel cuello de la planta y al transcurso del
tiempo se logra ver tanto en el cuello, tallos y ramas de la planta, existe una correlaciéon
entre este insecto plaga y el hongo Fusarium sp. debido que a las heridas hechas por
el arrocillo beneficia la infeccion de Fusarium sp. (Morales-Galvan et al., 2002). La
aplicacion preventiva en plantulas con la siguiente mezcla de parathion 400g/Ha,

dipterex 125g/ha y azucar 500 g/Ha demuestran un buen control (Bustillos).



2.1.7.2 Picudo Trichobaris championi Barber (Coleoptera: Curculionidae).

Conocido como picudo del tabaco puede llegar a ser muy perjudicial cuando su
poblacion es alta ocasionando pérdidas de hasta un 60%. La larva al alimentarse
ocasiona dafios en el tallo provocando marchitez y muerte de la planta (Pefia-Quiroz,
1998). El hongo Beauveria bassiana causa mortalidad sobre varias especies de
coledpteros e incluido el picudo del tabaco, también se ha demostrado buena
efectividad de control con aplicaciones de carbofuran y acefato a los 10-45 dias del
trasplante (YEPES, 1997).

2.1.7.3 Diabrotica undecimpunctata, Mannerheim, 1843. (Coleoptera:

Chrysomelidae)

Diabrotica o tortuguilla del esparrago, afecta cultivos como tomate, papa, berenjena y
col. Los dafios en el cultivo son ocasionados en los estadios larvario y adulto. Las
larvas al alimentarse dafian el sistema radical de la planta y el adulto afecta el follaje
(SENASICA, 2016). Para el control de larvas y adultos se puede utilizar clorpirifos etil
0.5-0.75 L/ha y deltametrina 0.2-0.3 L/Ha, la infeccion por el hongo Beauveria bassiana
tiene un efecto de control sobre adultos; los insectos parasitoides como Celatoria

diabroticae y chinches de la familia Reduviidae atacan este insecto (Tyler, 2016).

2.2 Bactericera cockerelli (Sulc.,1909.) (Hemiptera: Psyllidae; Triozidae)

Conocido como paratrioza, salerillo o pulga saltona es un pequefio insecto que se
alimenta de varias hortalizas de la familia Solanacea. Este insecto es originario del

Estado de Colorado (USA) y fue descubierto por el investigador Cockerelli, se designo
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cientificamente Trioza cockerelli, no obstante, mas tarde se le denomino como
Bactericera cockerelli (MAG, 2017). Se encuentra distribuido ampliamente en el pais
desde Zona Sur y Zona Oeste de Estados Unidos, Canada México, Guatemala,
Honduras y Nicaragua (EPPO, 2023). En México se encuentra distribuido en los
estados de Coahuila, Sinaloa, Nayarit, Puebla, Guanajuato, San Luis Potosi, Morelos,

Estado de México, Durango, Michoacan y Baja California (Vega—Gutiérrez at al., 2008).

El clico de vida de este psilido se completa de entre 25 a 35 dias, las condiciones
optimas de desarrollo son con una temperatura de 26-27 °C, temperaturas mayores a
32°C pueden causar mortalidad, humedad relativa 60-70%. Una hembra en solo 19-
21 dias puede llegar a ovopositar hasta 500 huevos, suelen colocarlos en el margen o
en el envés de la hoja (Abdullah, 2008; Garzén-Tiznado et al., 2009).

2.2.1 Clasificacion taxondmica

Borror et al. (1998) ubican taxond6micamente a B. cockerelli de la siguiente manera.
Reino: Animalia
Filo: Arthropoda
Clase: Insecta

Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorrhyncha
Superfamilia: Psylloidea
Familia: Triozidae
Geénero: Bactericera
Especie: B. cockerelli
(Sulc, 1909)
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2.2.1 Huevo

Son depositados a lo largo de los bordes de las hojas; con forma oblonga y de tonalidad
amarillo, conforme se va desarrollando comienza a agarrar un color naranja. Su corion
es brillante y en la parte externa tienen un filamento la cual su funcién es la adherencia

a la superficie de la hoja (Marin-Jarillo et al.,1995; Potatoes New Zealand, 2020).

2.2.2 Ninfa.

Presenta 5 estadios ninfales, en el proceso de crecimiento se van alimentadndose del
envés de las hojas, excretan una sustancia granular parecida a la azucar llamada
psilido. De tonalidad amarilla-naranjada, con forma oval y aplanadas dorsalmente, las
extremidades estan fusionadas, antenas cortas y poco apreciables, las patas
segmentadas y muy bien desarrolladas para el segundo estadio ya presenta ojos de
tonalidad rojiza, con clipeo, labio y estilete diferenciados; continla siendo aplanada y
extremidades unidas, las antenas placoides y abdomen segmentado que es poco
apreciable. Tercer estadio es completamente parecido en forma y divisiones, en el
abdomen ya se presenta los primeros 4 pares de espiraculos y poros anales y el ano.
En el cuarto estadio antenas segmentadas en forma de seta, ojos definidos, las
regiones de torax y abdomen ya se puede notar. En este Ultimo estadio las regiones
de cabeza, térax y abdomen muy evidentes y notorias, patas bien definidas con un
solo tarso y un par de ufias (Marin-Jarillo et al, 1995; Potatoes New Zealand, 2020).

2.2.3 Adulto

De tonalidad verde amarillo cuando estan recién emergidos que después de tornan a
un color @&mbar a café oscuro y negro. Las alas pasan de estar blancas a ser
transparentes con antenas filiformes, mide hasta 3mm de largo, con apariencia similar
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a cigarras diminutas. Las hembras presentan un abdomen con 5 segmentos mas el
segmento genital, en la parte media dorsal presenta una mancha de color blanco en
forma de “Y” invertida, el macho tiene 6 segmentos en el abdomen mas el segmento
genital. Al observarlo en forma dorsal se puede ver los genitales con forma de pinzas
(Marin-Jarillo et al., 1995; Potatoes New Zealand, 2020).

4. MATERIALES Y METODOS

3.1 Planta de tomatillo (Physalis ixocarpa)

Las plantas de tomatillo utilizadas en el experimento se obtuvieron a partir de semilla
de Physalis ixocarpa obtenidas de frutos frescos. No se utilizé semilla comercial debido
a gue casi siempre esta tratada con insecticidas y fungicidas. La semilla se sembré
con sustrato peat moos de la marca comercial Premier Tourbe®, en recipientes de 1L
de la marca REYMA®; se regaron cada tercer dia, y se mantuvieron en camara
bioclimatica con fotoperiodo 12:12h (luz-oscuridad), temperatura promedio de 21.8 C°
y humedad relativa promedio de 63%. Cuando las plantas alcanzaron la altura

promedio de 7.46 cm fueron utilizadas para el experimento
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Figura 1. Plantas de P. ixocarpa utilizadas en el experimento antes de ser infestadas

con adultos de B. cockerelli infectados con Lso.

3.2 Insectos

Los adultos de B. cockerelli utilizados para los experimentos fueron tomados de una
colonia establecida en el Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro, en plantas de tomate y chile. Para determinar que
los insectos de esta colonia estaban infectados con Liberibacter solanacearum (Lso),
se tomaron 16 adultos al azar y muestras de tres diferentes plantas de la colonia para
analisis de PCR y determinar presencia o ausencia de Lso en el Laboratorio Temperate
Tree Fruit And Vegetable Research, Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA), Wapato, Washington. Se confirmé que al menos 90% de los insectos

adultos eran positivos a Lso.
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3.4. Objetivo 1: Inoculacion de plantas de P. ixocarpa con Lso transmitido por

adultos de B. cockerelli.

Se establecieron dos tratamientos, 1) plantas de P. ixocarpa libre de Lso y 2) plantas
de P. ixocarpa infectadas con Lso), en cada tratamiento se colocaron 20 repeticiones
(20 plantas). Se registr6 altura y numero de hojas por planta al inicio del experimento,
posteriormente se confinaron por planta 10 adultos machos de B. cockerelli de la
colonia positiva a Lso (infeccion previamente detectada por secuenciacion en el USDA)
en 20 plantas para infectarlas. Un dia antes de infectar las plantas se tomaron fondos
de cajas Petri y se llenaron a la mitad de agua y se colocaron en el congelador. El frio
reduce la movilidad de los psilidos; por tanto estas cajas fueron utilizadas para
inmovilizar a los insectos y poder separar hembras y machos. En este experimento se
utilizaron Unicamente machos para evitar la presencia de huevos y posteriormente
ninfas. Para evitar que escaparan se confinaron con ayuda de un recipiente de 1L (Fig.
6a) sin fondo y en su lugar se colocé tela de organza, finalmente se unieron a los
recipientes con planta con plastico Parafilm. Los psilidos se retiraron al acabo de cinco

dias, esperando que durante este periodo se hubieran alimentado de la planta,

transmitiendo la bacteria.

Figura 2. a) Plantas de P. ixocarpa con adultos machos de B. cockerelli confinados
con un recipiente de 1L sin fondo, cubierto con tela de organza (flechas amarillas), b)

psilidos sobre planta de P. ixocarpa en confinamiento (flechas rojas).
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Las plantas se incubaron durante tres meses en condiciones de laboratorio,
posteriormente se tomd de uno a dos centimetros de tallo-raiz de cada planta y se
colocaron individualmente en tubo Eppendorf con alcohol absoluto. Las muestras se
etiquetaron con fecha, tratamiento y numero de repeticion, y fueron analizadas en el
mencionado Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) para
determinar mediante analisis de PCR la presencia de Lso, siguiendo la metodologia
de Reyes-Corral et al. 2021.:

Se purificé el ADN de cada muestra de psilido y hoja utilizando un método de
precipitacion con bromuro de cetiltrimetilamonio y se resuspendié en 50 y 100 pl de
agua libre de nucleasas respectivamente. Se efectué6 PCR convencional utilizando
primers para el gen de ARN ribosémico 16S de Ca. L. solanacearum (primers OA2 Y
Ol2c) se utilizé para confirmar la presencia o ausencia de la bacteria. Las condiciones
de la PCR incluyeron un paso de desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 2 minutos;
seguido por 35 ciclos de 94 °C por 30s, 65 °C por 30s y 72 °C por 60s; con una
extension final a 72 °C durante 5 min. Cada reaccion de 20 pl contenia mezcla maestra
de PCR amplitag Gold 360 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), 5 um de cada cebador
y plantilla de ADN (10 a 20 ng/ml para muestras de insectos y de 50 a 150 ng/ml para
muestras de plantas). Las muestras fueron sometidas a electroforesis utilizando un gel

de agarosa al 1.5% y 5 ul de producto de amplificacion para deteccion de Lso.

3.5. Objetivo 2: Descripcion de sintomas asociados con Lso en plantas de P.
ixocarpa expuestas a adultos de B. cockerelli infectados y diferencias

morfolégicas.

Después de tres meses de haber expuesto las plantas de P. ixocarpa a adultos de B.

cockerelli infectados con Lso, se registraron los siguientes parametros:

Altura, nimero de hojas, botones florales y flores. De cada planta se tomaron tres hojas
y se les tomo foto para ser analizadas con el programa ImageJ (Wayne Rasband NIH)

y medir porcentaje de area clorotica.
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3.5.1 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de altura, porcentaje de area clorética, numero de hojas, botones
florales y flores, fueron sometidos a un analisis de normalidad y homogeneidad
(Shapiro-Wilks y Bartlett). Al no cumplirse el requisito, los datos de altura, nimero de
hojas, botones florales y flores, se transformaron para su normalizacion con el
procedimiento de raiz cuadrada, mientras que los datos de porcentaje de area clorotica
fueron transformados con el procedimiento de arcoseno. Los datos transformados
fueron sometidos a un andlisis de t de Student y una comparacion de medias con la
prueba de HSD de Tukey con un nivel de significancia de 0.05 en el paquete estadistico
InfoStat. Las estadisticas que se presentan en las tablas y graficas se refieren a los

datos no transformados.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Objetivo 1: Inoculacion de plantas de P. ixocarpa con Lso transmitido por

adultos de B. cockerelli.

Se determiné que el 100% de adultos de B. cockerelli (16 individuos) y 100% de plantas
(9 plantas), tomados de la colonia y analizados por PCR fue positivo a Lso. El 100%
de plantas (nueve plantas) expuestas a adultos de B. cockerelli con Lso fueron
positivas a Lso, mientras que el 100% de plantas (nueve plantas) que no fueron
expuestas a adultos de B. cockerelli con Lso dieron negativo a Lso. Esto confirma que
los sintomas asociados con Lso y observados en plantas de tomatillo fueron
ocasionados por Lso. Reyes-Corra et al. (2021) confirmaron mediante PCR la
presencia de Lso en plantas de tomatillo P. ixocarpa de una parcela experimental en
campo; dichas plantas mostraban sintomas similares a los observados en nuestros
experimentos. Lso también ha sido detectado en especies silvestres de Physalis;

Reyes-Corral et al. (2021) detectaron Lso en otra especie de Physalis, Physalis
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longifolia, en Estados Unidos; ademas mencionan que esta especie presenta sintomas
asociados con este patdgeno, mientras que Delgado-Luna et al. (2023) lo detectaron

en Physalis virginiana y en adultos de B. cockerelli colectados sobre esta especie.

Plantas Control (a) Plantas Infectadas (b)

Figura 3. Plantas no expuestas (a) y expuestas a adultos de B. cockerelli con Lso.

4.2. Objetivo 2: Descripcion de sintomas asociados con Lso en plantas de P.
ixocarpa expuestas a adultos de B. cockerelli infectados y diferencias

morfolégicas.

Las plantas que no fueron expuestas a adultos de B. cockerelli no presentaron
sintomas asociados con Lso (Fig. 5), mientras que plantas expuestas a adultos de B.
cockerelli presentaron sintomas asociados con Lso (Fig. 6). Se observo diferencia
estadistica significativa entre los tratamientos en altura (p = 0.0101), namero de flores
(p = 0.0538) y porcentaje de area clorética (p = 0.007) (Tabla 1; Fig.4). No se
observaron diferencias significativas en los demas parametros. Los sintomas
observados fueron; clorosis, enverdecimiento de nervaduras, necrosis foliar,

alargamiento de entrenudos, aborto de botones florales y flores (Fig. 6).
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Cuadro 1. Media £ E.E. y comparacién de altura, hojas, botones florales, flores y

porcentaje de &rea clordtica en plantas con y sin Lso. Analisis: prueba t de Student.

Variabl Control Infectadas |
ariable Media + E.E. Media + E.E. p-valor
Altura (cm) 17+1.01 10.22 + 2.09 0.0101
Hojas 24.55 + 1.93 16.66 + 3.73 0.0789
Botones Florales 555+ 1.68 555+1.41 >0.9999
Flores 3.55+0.68 1.55 + 0.66 0.0538
Porcentaje de area 1.64 + 0.050 40.11 + 0.125 0.007
clorética
*E.E. = Error estandar.
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Figura 4. Altura, nimero de hojas, botones y flores promedio por planta en plantas con

(infectadas) y sin (control) Lso. Medias con letras iguales no son diferentes

significativamente (p<0.05).
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Los sintomas observados en plantas de tomatillo inoculadas con Lso, fueron
notoriamente similares a los reportados en otros cultivos de solanaceas (papa, tomate
y chile); acucharamiento de hojas, amarillamiento, clorosis de hojas y enverdecimiento
de nervaduras, necrosis, alargamiento de entrenudos, aborto de botones florales y
flores y achaparramiento de la planta (Melgoza-Villagobmez et al., 2018). El primer
sintoma observado fue el amarillamiento foliar, seguido del oscurecimiento de
nervaduras, Reyes-Corral et al. (2021) reportaron plantas de tomatillo en campo con
amarillamiento severo, hojas acucharadas, oscurecimiento de nervaduras y muerte
progresiva en el 90% de las plantas. Nuestras observaciones indican que el cultivo de
tomatillo es atacado por B. cockerelli, infectado por Lso y ademas que las plantas
expresan sintomas asociados con Lso. Cabe mencionar que en otros cultivos existen
reportes de sintomas asociados al insecto por si sélo, por lo que estudios posteriores
deben considerar incluir insectos sin Lso (no portadores de la bacteria). Sin embargo,
se debe considerar que en la region de estudio (noreste de México) la mayoria de las
polaciones del insecto presentan algun porcentaje de infeccibn por Lso, y este
porcentaje se amplifica en colonias en cautiverio, lo cual dificulta la obtencion de

insectos libres de Lso.
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Figura 5. Plantas de P. ixocarpa no expuestas a machos adultos de B. cockerelli sin
sintomas asociados con Lso. Se observan ausencia de clorosis, hojas normales,

presencia de flores normales.
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Figura 6. Plantas de P. ixocarpa expuestas a machos adultos de B. cockerelli con
sintomas asociados con Lso. Se observan clorosis, enverdecimiento de nervaduras,

hojas deformes, acucharadas.
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5. CONCLUSIONES

Se confirmo que el tomatillo comercial, al igual que otras especies de solanaceas son
vulnerables al insecto B. cockerelli, lo que los hace susceptibles a infecciones por
Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso). Esta registrado que este patégeno
puede ocasionar pérdidas del mas del 60% en otros cultivos de solanaceas como lo
son tomate, chile y papa. Los sintomas presentados y observados en P. ixocarpa son
similares a los observados en otras especies de malezas y sobre todo en especies
cultivadas de solanaceas como las mencionadas. Algunos de los sintomas similares a
los observados en P. ixocarpa son la clorosis intervenal y basal, asi mismo el

acucharamiento de las hojas.

Los resultados de este estudio confirmaron que adultos de Bactericera cockerelli
pueden transmitir e infectar plantas de Physalis ixocarpa con la bacteria Lso.

Los sintomas presentados en P. ixocarpa que estdn asociados a Lso impactan
fuertemente en el desarrollo de las plantas. Se deben tomar acciones preventivas para
combatir el insecto plaga y el patégeno y de esta manera disminuir el impacto negativo
sobre el rendimiento del tomatillo y por su parte sea mas costeable la produccién. Sin
embargo la proteccion de cultivos contra este insecto es un tema complejo, y el insecto

y su bacteria asociada continlan causando fuertes pérdidas en la agricultura nacional.

Estos resultados justifican estudios mas extensos sobre nivel de dafio y pérdidas

ocasionadas por B. cockerelli y Lso en este cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1. Mantenimiento de experimento en laboratorio
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Anexo 2. Separacion de machos y confinamiento en planta de tomatillo.

30



Anexo 3. Amarillamiento de hoja y enverdecimiento de nervaduras.
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Anexo 4. Hojas de tomatillo expuestas a adultos de B. cockerelli, con

evidente acucharamiento, amarillamiento y nervaduras enverdecidas.
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Anexo 5. Toma de fotografias de hojas para analisis en programa ImageJ.
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Anexo 6. Fotografia con hojas y escala utilizada para analizar porcentaje

de area clorotica en el programa ImagedJ.
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