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RESUMEN

En la actualidad, conocer la biologia e interaccion de insectos portadores de
patbgenos es fundamental para la aplicacion de estrategias de un manejo
integrado de plagas y enfermedades. En los ultimos afios, se ha confirmado al
psilido Bactericera cockerelli Sulc. como vector especifico de una
alfaproteobacteria, no cultivable, restringida al floema Illamada Candidatus
Liberibacter solanacearum (CLs0), la cual se encuentra causando graves dafios
econdmicos en la produccion de tomate en México, y en diversas partes del
mundo, principalmente en Nueva Zelanda y Europa. El objetivo de éste estudio fue
determinar la transmision transovarica de CLso por Bactericera cockerelli en la
progenie y conocer la eficiencia de transmisibn de CLso de los psilidos
emergentes de la nueva generacion en plantas de tomate libres de fitopatdogenos.
Los bioensayos se realizaron en condiciones controladas donde se aislaron
huevecillos, ninfas y nuevos adultos emergidos para evaluar el porcentaje de
eficiencia de transmision en plantas sanas. Se utilizaron plantas de tomate cultivar
Pony express como fuente de inoculo dentro de jaulas entomoldgicas. Los
resultados de los andlisis por PCR fueron positivos para CLso en huevecillos,
ninfas y nuevos adultos, con una eficiencia de transmision del patégeno del 2%.
Se tiene suficiente evidencia de que CLso se transmite transovaricamente por
Bactericera cockerelli, con una baja eficiencia de transmision de CLso sobre
plantas de tomate. Estos datos generan un conocimiento mas en la prevencion y

control de CLso en su vector especifico Bactericera cockerelli.



ABSTRACT

Today, knowing the biology and interaction of insect vectors of pathogens is
essential for the implementation of strategies for integrated pest management. In
recent years, it has been confirmed that psyllid Bactericera cockerelli Sulc. as a
specific vector of an alphaproteobacteria not cultivable, restricted to the phloem
called Candidatus Liberibacter solanacearum (CLso0), which is causing serious
economic damage in the production of tomato, potato, carrot, celery, onion and
tobacco in different countries of the world. The goal of this study was to determine
transovarial transmission of CLso by Bactericera cockerelli in progeny and know
the transmission efficiency of CLso by psyllid nymphs emerging from offspring
hosting on tomato healthy plants. Bioassays were conducted under controlled
conditions, were isolated eggs, nymphs and new adults emerged to evaluate the
transmission efficiency percentage. Was used the commercial variety named
“‘Pony expres” and the plants were growing as an inoculum source within
entomological cages. The results of the PCR analysis were positive for CLso in
eggs, nymphs and new adults with a pathogen transmission efficiency of 2%.
There is sufficient evidence that CLso is transovarially transmitted by Bactericera
cockerelli, with low CLso transmission efficiency of tomato plants. These data
generate knowledge on prevention and control of CLso and its specific vector

Bactericera cockerelli.



|. INTRODUCCION
En la actualidad, conocer la biologia de los fitopatogenos transmitidos por
insectos vectores es fundamental para la aplicacién de estrategias en un manejo
integrado de plagas y enfermedades (Garzén et al.,2010). Candidatus Liberibacter
solanacearum CLso es una alfaprotebacteria secundaria, no cultivable que esta
ocasionando serios dafios econdémicos en cultivos de solanaceas en México,
America central, Estados Unidos y otras partes del mundo especialmente en
Nueva Zelanda y Europa, la cual esta confirmado como agente asociado a
enfermedades econ6micamente importantes en cultivos de tomate, papa, chile,
tamarillo, tabaco y actualmente en lilihceas(Garzon et al.,, 2008; Liefting et al.,
2008,2009; Munyaneza et al., 2008; Abad et al.,2009; Lin et al., 2009). En los
altimos afios se ha confirmado a Bactericera cockerelli Sulc (Hemiptera: Psyllidae)
como vector especifico de CLso,el cual se alimenta del floema de las plantas
requiere la presencia de endosimbiontes primarios obligados importantes para la
supervivencia del insecto. CLso es una bacteria que actia como endosimbionte
secundario que le confiere diferentes caracteristicas de adaptacion y resistencia a
ciertos antibidticos 6 enemigos naturales del insecto (Tamborindeguy C. et
al.,2010). Por regla general en la mayoria de los hemipteros se presenta la
transmision transovarica de endosimbiontes primarios (Buchner P. 1965), como
Candidatus Carsonella rudii y Wolbachia endosimbiontes obligados de Bactericera
cockerelli, aunado a esto, no se conoce el sistema de transmision vertical de CLso

en la progenie de Bactericera cockerelli Sulc. El objetivo de éste trabajo fué

determinar la presencia de CLso en huevecillos de Bactericera cockerelli Sulc.



mediante la técnica de PCR y la eficiencia de transmision del patdogeno por

Bactericera cockerelli en plantas de tomate.



[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El control de enfermedades de fitopatogenos, y de algunos tipos de procariontes
(bacterias no cultivables, fitoplasmas, espiroplasmas, etc.) no se ha podido lograr
eficiententemente de forma directa. Bactericera (=Paratrioza) cockerelli Sulc, es
actualmente uno de los vectores de mayor importancia en papa, tomate y chile en
México y en algunas regiones de Estados Unidos de America (Garzén 2002, Liu y
Trumble 2007, Munyaneza et al., 2007), por lo que se considera importante la
generacion de conocimiento relacionado con su forma de diseminacion, ya que no
existe informacion sobre la posibilidad de que C. Liberibacter solanacearum,
asociado a la enfermedad “Permanernte del Tomate”, se transmita en forma
transovarica por Bactericera cockerelli en plantas de tomate.
lIl. HIPOTESIS
Candidatus Liberibacter solanacearum se transmite transovaricamente por
Bactericera cockerelli.
IV. OBJETIVO GENERAL
Determinar la transmision transovarica de CLso por Bactericera cockerelli Sulc.
Objetivos especificos
Analizar molecularmente la presencia de Candidatus Liberibacter solanacearum
en huevecillos.
Conocer la eficiencia de transmision transovarica de Candidatus Liberibacter

solanacearum por Bactericera cockerelli en plantas sanas de tomate.



V. REVISION DE LITERATURA
4.1 Candidatus Liberibacter spp.

Las bacterias agrupadas dentro del genero Candidatus Liberibacter, colonizan el
floema de sus plantas hospedantes y su imposibilidad para cultivarlas ha
imposibilitado su ubicacion taxonémica y por tanto se mantienen bajo la condicién
de Candidatus, término que antecede al género y especie debido a que no se
puede tener en una coleccion bioldgica. Estas bacterias han sido asociadas con la
enfermedad Huanglongbing HLB que afecta a los citricos cuyo significado en
espafiol es “Dragon Amarillo”. La bacteria fué observada por primera vez en 1970
afectando el floema de las hojas de Naranja (Lafleche y Bové, 1970), enfermedad
que en ese entonces se considerd6 que era inducida por un organismo tipo
micoplasma OTM. Candidatus Liberibacter es una bacteria Gram-negativa
(Garnier et al., 1984; Jagoueix et al., 1996) no cultivable que se aloja en los vasos
conductores de savia o floema de algunos géneros de las rutdceas. Su tamafio
varia de 350-550 x 600-1500 nm y un grosor de 20-25 nm. Generalmente son
cuerpos en forma de barras y pleomorficos durante su crecimiento (Batool et al.,
2007). Su caracterizacion bioquimica es nula, dada la dificultad para aislarla en
medio de cultivo puro. La micréscopia electronica y técnicas citoquimicas, han
revelado que la bacteria Ca. Liberibacter, esta rodeada por una membrana celular
rodeada compuesta de peptidoglicano, tipica de las gramnegativas ( Garnier et al.,
1984 ). Después de comparar su secuencia de nucledtidos con otras bacterias
registradas en el GenBank, se propuso como miembro de las Eubacterias. El
analisis filogenético del gen 16S rRNA indica que estas bacterias pertenecen al

grupo de las Alphaproteobacterias donde se encuentran otros miembros como



Agrobacterium, Bartonella y Bradyrhizobium, entre otras ( Jagoueix et al., 1994)
Estos investigadores propusieron que el organismo que causa el HLB fuera
considerado como bacteria, y que los organismos de este nuevo grupo de la
divisiébn de las Proteobacterias, deberian de recibir el nombre de “Liberibacter” (
del latin liber [corteza | y bacter [ bacteria ]. Por otro lado Murray y Schleifer (1994)
hicieron una propuesta considerando la morfologia que presenta esta bacteria en
los arboles de citricos en la India y en arboles de citricos en Africa proponen tres
especies “Candidatus Liberibacter asiaticum” , “Candidatus Liberibacter africanum”
y “Candidatus Liberibacter americanum”, las que son transmitidas por dos insectos
vectores : Diaphorina citri y Trioza erytreae. La bacteria estd presente en la

hemolinfa y las glandulas salivales del insecto vector ( Jagoueix et al., 1994 ).

Figura 1 — A. Microfrafia electronica de barrido de los conductos del
floema en una seccion transversal de una vena de hoja fracturada en
congelacién de (Catharanthus roseus) infectada experimentalmente por
Candidatus Liberibacter americanus. Uno de los vasos del floema esta
colonizado por células baciliformes de Ca.L americanus (barra= 2um).

Fuente: http://dx.doi.org/10.1590/S0100-41582007000600013



Figura 2 — B. Detalles de A, mostrando las células de la bacteria(flechas) dentro del floema (barra=
Ipum).

Fuente: http://dx.doi.org/10.1590/S0100-41582007000600013

Actualmente se usan varias técnicas, como PCR, clonacion y la secuenciacion
para su deteccién y caracterizacion (Hansen et al., 2008). A finales de 2008 se
reportaron nuevas especies de Ca. Liberibacter asociadas a solanaceas, como
tomate, papa, chile: se indica que el psilido Bactericera cockerelli, saltador de la
papa, es el responsable de transmitir esta bacteria (Liefting et al., 2008 ). En el
2010 se reportdé la presencia de Candidatus Liberibacter solanacearum en
zanahoria en el sur de Finlandia; la transmision ha sido atribuida al psilido Trioza

apicalis, plaga que comunmente se presenta en el centro y norte de Europa. Los



sintomas observados en ésta hortaliza fueron: amarillamiento, deformaciéon de
hojas, clorosis, reduccion del tamafio de la planta y proliferacion de raices
secundarias (Munyaneza et al., 2010) . Generalmente Ca. Liberibacter psyllaourus
y Ca. Liberibacter solanacearum son transmitidos por Bactericera cockerelli,
insecto polifago que se alimenta del floema de una amplia variedad de especies
deplantas en las que se encuentra papa y chile, se reporta que la secrecion de la
saliva de B. cockerelli, debilita al cultivo e induce el sintoma “ yellow psilid ” (
Blood et al, 1933; Carter 1950; Hansen et al., 2008 ). El desorden de “ yellow
psilid 7, anteriormente fué atribuido a una reaccién de la planta , como resultado de
las secreciones inyectadas cuando el psilido se alimentaba ( Eyer, 1937 ; Richards
y Blood, 1933 ). Los avances actuales en las técnicas de microbiologia celular han
permitido detectar que “ yellow psilid ” y “ zebra chips ” son dos enfermedades

distintas, siendo la segunda causada por Ca. Liberibacter (Segonda et al., 2009 )

El control de Ca. Liberibacter en solanaceas se realiza con el manejo integrado de
Bactericera cockerelli , debido a que este es conocido como el principal medio de
transmision de la bacteria; cabe considerar que algunas bacterias se transmiten
por semilla, por lo tanto existe la posibilidad de que tambien suceda para Ca.

Liberibacter solanacearum se transmita en forma transovarica

4.2 Candidatus Liberibacter solanacearum

Candidatus Liberibacter solanacearum es una alfaproteobacteria, restringida al

floema, endosimbionte secundario no cultivable (Secor GA et al., 2009; Levy J. et



al.,, 2011). En el aflo 2010 se reporta por primera vez el genoma completo de
Candidatus Liberibacter solanacearum una fastidiosa alfa-proteobacteria que es
transmitida por el psilido vector Bactericera cockerelli Sulc que se alimenta del
floema de las plantas. Investigaciones sobre ésta enfermedad se ha visto
obstaculizada por la falta de métodos de cultivo solido y a la escasez de
informacion de la secuencia genémica de Ca. L. solanacearum”. Se presenta la
secuencia del metagenoma de 1.26 Mpb de CLso, basado en la aislamiento de
DNA de psilidos de la papa. CLso no es la Unica especie de Liberibacter que esta
asociada a enfermedades de plantas. Existen tres especies de Liberibacter
filogenéticamente distintas (Lin H, et al 2009 ) que estan asociadas con el
Huanglongbing (HLB) o enfermedad de los citricos (Gottwald TR 2010). El genoma
de Clas (Candidatus Liberibacter asiaticus) ha sido secuenciado y anotado (Duan
Y, et al. 2009). Asi mismo, debido a que las especies de Liberibacter no son
cultivables, la informacién que se tiene acerca de su etiologia, fisiologia general y
modo de patogénesis es muy deficiente. Usando Metagendmica se realizaron
ensayos para obtener la secuencia del genoma completo de CLso identificando
varias caracteristicas cromosomicas y haciendo predicciones acerca su fisiologia
basado en su inventario genético (Lin H et al.,2010). Dos rondas de 454
firosecuencias fueron llevadas a cabo para obtener la secuencia del genoma
completo de CLso (accession del Gen Bank # CP002371). La primera ronda de
secuenciacion fué realizada usando el método de pirosecuencias estandar de FLX
(Margulies M, Egholm M, Altman WE, Attiya S, Bader JS, et al. (2005)). Esta
corrida gener6 un total de 176,935 lecturas produciendo 36,831,668 pares de

bases con una lectura media de longitud de 208 pares de bases. Estas lecturas



sufrieron un ensamble de novo dentro de 15,061 clones contiguos cubriendo 5,
535,163 pares de bases con longitudes de clones contiguos entre los rangos de
500 a 55,601 pares de bases. Desde la base de datos, 134 clones contiguos
fueron identificados en la homologia, busqueda y posteriormente confirmando la
validéz de la secuencias de Candidatus Liberibacter solanacearum. La segunda
ronda de secuenciacion fue conducida por pirosecuencia de Titanio (Margulies M.
et al. 2005). Esta corrida generé 513,784 lecturas con un total de 208,868,707
pares de bases con una lectura de longitud media de 406 pares de bases. Las
lecturas totales de secuencias desde la segunda ronda de secuenciacion fueron
usadas los ensambles de novo, generando 18,147 clones contiguos cubriendo
9,768,772 pares de bases. De éstos 27 clones contiguos de los rangos de 1,000—
279,292 pb fueron identificados como homélogos conocidos como secuencias
genomicas del DNA de Liberibacter y estas fueron confirmadas posteriormente
por PCR. Para conectar y confirmar los clones contiguos de CLso, 350 pares de
iniciadores (primers) fueron disefiados por ruta del genoma (genomic walking )
(Lin H. et al. 2008). Los amplicones generados desde éstos primers fueron
directamente secuenciados o clonados antes de la secuenciacion. En total, se re-
secuenciaron cerca de 200,000 pares de bases por la secuencia de Sanger.
Todos los esfuerzos realizados en estos bioensayos se generaron con €xito en la
secuencia del genoma completo y el resultado de ensamble consisti6 en un

cromosoma circular de 1,258,278 pares de bases (Fig.1).
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Figura 3. Representacion esquematica del Genoma de Candidatus Liberibacter solanacearum.
Representacion circular del genoma de 1.26 Mpb. Las lineas con circulos exteriores representan (1)
Fwd.CDS genes codificadores de proteinas(verde) y (2) De reversa CDS (verde) con pseudogenes
en rojo; tRNA (azul); (4) bacteriéfago derivado de regiones y probable remanente del fago(rojo);
(5) tres copias del operon del rRNA (16S, 23S y 5S) (parpura); (6) % de contenido de (G+C) y (7)
y sesgo de GC [(GC/(G+C))]. Fuente >doi:10.1371/journal.pone.0019135.g001

4.3 Organismos tipo bacteria como agentes infecciosos

4.3.1 Fitoplasmas

Los fitoplasmas son organismos pleomorficos, sin pared celular, y estan

rodeados de una membrana. Su diametro varia mucho; cuerpos que miden 50



a mas de 1,000 nm se han hallado en la mayoria de las enfermedades de este
tipo. Los cuerpos de los fitoplasmas contienen un enrejado fibrilar de hebras,
gue se supone son ADN, y areas con granulos semejantes a ribosomas. Estos
organismos aparentemente se propagan por fision binaria  (Poncarova-
Vorackova et al., 1998 y Miyata y Ogaki, 2006), gemacién o fragmentacion.
Los fitoplasmas son los procariontes mas pequefios capaces de replicacion
auténoma. Estos microorganismos tienen un genoma que mide de 450 a 1180
Kb con alto contenido de genes, presentan un gen unico de tRNA isoleucina,
comun en todos los fitoplasmas (Kirkpatrick , 1994), y un gen que codifica para
una proteina de membrana que es Unica para cada tipo. Estas proteinas son
abundantes en la superficie externa de la célula (Milne et al., 1995) y de sus
estudios se podria explicar la posible interaccion fitoplasma-huésped (Morton
et al.,, 2003). Las chicharritas adquieren el fitoplasma al alimentarse de una
planta infectada, y después de un periodo de incubacion de 10-45 dias, en los
que el fitoplasma se multiplica en el interior del vector, llega a las glandulas
salivales y se acumula hasta alcanzar los niveles necesarios como para que el
insecto los introduzca a una planta sana al alimentarse de élla. El insecto
infectado puede dispersar la enfermedad por el resto de su vida (Lee et al.,
1998; Welliver, 1999), pero si el fitoplasma no llega a células especificas de las
glandulas salivales, el insecto no es infeccioso (Webb et al., 1999; Tanne et al.,

2001).



Figura 4. Fitoplasmas en células del floema de peciolos de hojas de plantas de uvas mostrando
sintomas de amarillez. A. Seccion de citoplasma de célula de tejido conductor mostrando cuerpos
ovoidales y elongados. Barra 1000 nm. B. Seccion de citoplasma de célula de tejido conductor en
proceso de desintegracién producto de la presencia de fitoplasmas. Barra 500 nm. C. Numerosos
cuerpos ovoidales presentes en el citoplasma. Barra 200 nm. D. Detalle de fitoplasma encontrado en
el citoplasma de tejido conductor. Barra 80 nm. PC: pared celular; F: fitoplasma. Fuente:

http://dx.doi.org/10.4067/S0365-28072003000100003

Grupo 16S rRNA

Subgrupos

16S rl (aster yellow)

A B CDEFK

16S r1I (peanut witches’
broom)

ABCD

16S rlll (X-disease)

AB CDEFG,H,I




16S r1V (coconut letal yellow) | A, B

16S rV (elm yellow) A B, C

16S rVI (clover proliferation) | A, B

16S rVII (ash yellow) A B
16S rVIII (loofah witches’ A
broom)

16S rIX (pigeon pea witches’ | A
broom)

16S rX (apple proliferation) A B CDE

16S rXI (rice yellow dwarf) A B, C

16S rXII (stolbur) A B

16S rXIII (mexican periwincle | A

virescence)

16S rXIV (bermudagrass A
white leaf)

Cuadro 1. Clasificacion de fitoplasmas en grupos y subgrupos. Davis y Sinclair (1998);

Lee et al., (1998

4.3.2 Rickettsias

Las rickettsias son procariontes Gram-negativo pequefios, de forma
bacilar,cocoide y con frecuencia pleomaorficos, son parecidos a las bacterias, pero
son mas pequefos, tienen pared mas permeable y ondulada, que solo se
multiplican dentro de células huésped con las que mantienen una relacion

parasitaria 0 mutualista: en el primer caso estan asociados con vertebrados y



artropodos, que pueden actuar como vectores 0 como huéspedes primarios
causando enfermedades en el hombre y en otros huéspedes vertebrados e
invertebrados; las formas mutualisticas se encuentran en insectos. Se ha sefalado
un cierto niumero de organismos tipo rickettsia RLOs asociado a enfermedades
vegetales que se transmiten principalmente por injerto e insectos del grupo de los
cicadélidos (chicharritas). Se han observado en el xilema de las plantas enfermas,
y su caracteristica principal es que son bacterias fitopatégenas que se cultivan con
dificultad. Las enfermedades mas comunes asociadas con rickettsias son: el
amarillamiento, necrosis infecciosa y el mal de Pierce de la vid, la enfermedad
“phony” del durazno, la hoja mazuda del trébol, la roseta latente de la remolacha y

el raquitismo del retofio de la cafia de azucar (Smith, 1992).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/86/Rickettsia_rickettsii.jpg

Figura 5. tincion de Gimenez de células de la hemolinfa de garrapatas infectadas con R. rickettsii.
(CDC) Rickettsia rickettsii, es una pequefia bacteria que tiene que vivir dentro de las células de sus
huéspedes. En consecuencia, son dificiles de ver en los tejidos mediante el uso de manchas
histolégicas de rutina y generalmente requieren el uso de métodos especiales de tincion.

Fuente:” Rickettsial Diseases, including Typhus and Rocky Mountain Spotted Fever (page 2)”

http://textbookofbacteriology.net/Rickettsia 2.html

4.3.3 Espiroplasmas

Los fitoplasmas, espiroplasmas, micoplasmas y sus organismos relacionados,
todos procariotas que carecen de pared celular y que comparten otras
caracteristicas citolégicas y moleculares inusuales, forman la clase Molicutes
("molli"* - suave; "cute" - piel). Aunque superficialmente similares a las bacterias
con pared celular “en forma de L”, las cuales han perdido parte o toda su pared
celular, los molicutes son taxonomicamente distintos. En un inicio, los
investigadores propusieron que los molicutes eran microbios primitivos,
posiblemente los descendientes de bacterias que existieron antes del desarrollo
de una pared celular de peptidoglicano. Sin embargo, andlisis moleculares
posteriores mostraron claramente que los molicutes provenian de antecesores
bacterianos Gram positivos con pared celular. El grupo comprende a los
organismos celulares autoreplicantes mas pequefios y simples, con un diametro
de entre 0.3 y 1.2 ym, y genomas correspondientemente pequefios (108 -10°
daltons). Los espiroplasmas infectan varias especies de plantas, entre las que se
encuentran citricos, maiz y vinca, induciendo clorosis, achaparramiento,
acortamiento de entrenudos, proliferacion de vastagos, reduccion en el tamafo de
hojas, frutos amargos y asimétricos, necrosis del floema y enrojecimiento (Fletcher

y Wayadande, 2002). Son transmitidos por ciertas especies de insectos vectores;


http://textbookofbacteriology.net/Rickettsia_2.html

principalmente cicadélidos y algunos é&fidos, y se ha demostrado que también
infectan a las abejas (Agrios, 2008). Aun antes de conocerse su verdadera
naturaleza, se sabia que los agentes de muchas de esas enfermedades se
multiplican en el insecto vector; de ahi que se necesite de un periodo de

incubacion de varios dias para que el insecto que se ha alimentado en la planta

enferma pueda pasar el patdgeno a una planta sana.

Figura 6. Fotomicrografia electronica de transmision de espiroplasmas, en el floema de una planta
de  maiz infectada.

Photograph courtesy :R. E. Davis, USDA-ARS, Beltsville, MD

Durante este periodo ocurre una verdadera infeccion en los tejidos del vector, que
incluso puede contrarrestarse con tetraciclinas. Se sabe que muchos cicadélidos y

afidos también transmiten virus, y que algunos de éstos se multiplican en el vector,



por lo que esta similitud entre la forma de transmision de ambos tipos de patdgeno
hace que todavia exista duda sobre la etiologia de algunas enfermedades
transmitidas por cicadélidos o afidos en forma propagativa, cuyo agente causal no
ha sido observado; pues podrian ser causadas por virus, fitoplasma o
espiroplamas (Gonzales, 1985). El patdgeno que produce el achaparramiento del
maiz fue el primer espiroplasma descubierto, es muy parecido al patdgeno que
produce la enfermedad persistente de los citricos y es transmitido por varias

chicharritas como Dalbulus elimatus y D. maidis entre otras (Agrios, 2008).

Desde su primera clasificacion en 1976, el grupo de espiroplasmas ha sido
modificado con el paso de los afios debido a reasignacion y descubrimiento de
nuevos espiroplamas. Actualmente estos microorganismos se encuentran

distribuidos en 34 grupos y 14 subgrupos (Cuadro 2) (Williamson et al., 1998).



Grupo Subgrupos Especie
1,2,3 S. citri, S. melliferum, S. kunkelli
4,5
I 6 S. insolitum
7
8 S. phoeiceum
1
1 S. floricola
[\ S. Apis
V S. mirum
VI S. ixodetis
VIl S. monobiae
1,2 S. syrphidicola, S. chrysipicola
Vil 3
IX S. clarkii
X S. culicicola
XI S. velocicrescens
Xl S. diabroticae
Xl S. sabaudiense
XIV S. corruscae
XV
1 S. cantharicola
XVI 23
XVII
XVIII S. litorale
XIX S. lampyridicola
XX S. leptinotarsae
XXI
XXII S. taiwanense
XX S. gladatoris
XXIV S. chinense
XXV S. diminutum
XXVI S. alleghenense
XXVII S. lineolae
XXVIII S. platyhelix
XXIX
XXX
XXXI S. montanense
XXXII S. helicoides
XXXIII S. tabanidicola
XXXIV

Cuadro 2. Clasificacion de espiroplasmas en grupos y subgrupos



4.3.4 Bacterias no cultivables

Las bacterias fueron observadas por vez primera a fines del siglo XVII, por
Anthony van Leeuwenhoek, en 1876. Louis Pasteur y Robert Koch entre otros,
realizaron grandes descubrimientos sobre las bacterias como organismos vivos y

Su accion, incluyendo el que fueran agentes causales de enfermedades.

Los primeros estudios con respecto a que las bacterias producian enfermedades
en las plantas se iniciaron alrededor de 1880; Thomas J. Burril aport6 evidencias
de que una bacteria era la causa del tizon del fuego del peral y del manzano, poco
después se demostré que otras enfermedades de las plantas eran producidas por
bacterias. Las aportaciones de E.F. Smith, sobre el estudio de las enfermedades
bacterianas de las plantas, en particular los marchitamientos bacterianos de las
cucurbitaceas, solanaceas y cruciferas despejaron cualquier duda acerca de la
importancia de esos microorganismos como fitopatégenos, y Jan Hendrik Wakker
fuel el primero en comprobar mediante los postulados de Koch que las bacterias

causaban enfermedades en las plantas (Agrios, 2008; Dirk, 2006).

Hasta la primera mitad del siglo XX la fitobacteriologia fue una ciencia
practicamente descriptiva. Desde la segunda mitad con el progreso de otras
disciplinas tales como bioquimica, fisiologia y principalmente biologia molecular,
las investigaciones tendieron cada vez mas a explicar la interaccion entre las
plantas y los patdgenos, por ejemplo, conocer cuales las sefiales que intervienen
en el reconocimiento de los hospederos por las bacterias. En los Gltimos afios los
mayores avances en el conocimiento se han obtenido con el perfeccionamiento y

desarrollo de las técnicas moleculares. Las técnicas de la biologia molecular,



particularmente la reaccion en cadena de la polimerasa PCR, han permitido
reconocer claramente la existencia de microorganismos no cultivables (Hugenhotz
et al, 1998; Liesack y Stackebrandt, 1992), ya que a partir de muestras
ambientales, de diferentes suelos o del interior de plantas, se puede aislar ADN
sin pasar por un paso de cultivo. EI ADN se usa como molde para la amplificacion
de los genes ribosomales existentes en la muestra. Esto se logra con una enzima
polimerasa y oligonucleotidos dirigidos a las regiones que se encuentran
conservadas de los genes ribosomales en todas las bacterias. Los fragmentos
sintetizados se clonan en vectores y se determina la secuencia nucleotidica. Las
secuencias obtenidas de los genes del ARN ribosomal se comparan con las
existentes en los bancos de datos. Con este enfoque se ha encontrado una
diversidad que no se detecta con los métodos de microbiologia tradicional (Zehr et
al., 1998). Existen programas para verificar que las secuencias obtenidas de ADN
ambientales no sean artefactos 6 quimeras, hibridos de genes de diferentes
microorganismos (Komatsoulis y Waterman, 1997). Si las secuencias no se
parecen a la de ningn microorganismo existente en mas de un 97% es posible
gue se trate de una bacteria nueva, tal vez no cultivable. La secuencia obtenida
permite también identificar aquellos fragmentos de secuencias exclusivos de ella,
esto es que no se encuentran en ninguna otra especie reportada. Fragmentos
correspondientes a estas secuencias particulares se sintetizan en maquinas
sintetizadoras de iniciadores (oligos), marcados con nucledtidos fluorescentes y se
utilizan en 24 las muestras originales para visualizar por microscopia el tipo de
bacteria que corresponde a los genes en cuestion, de preferencia en microscopios

confocales. A las bacterias no cultivables detectadas por su secuencia de genes



ribosomales se les designa como “candidatos”, algunos ejemplos son Candidatus
Liberibacter africanus, Candidatus Phytoplasma pyri, Candidatus Phlomobacter
fragaria entre otros. El término Candidatus fue propuesto por Murray y Schleifer en
1994, para aquellos grupos taxondémicos de procariotes de los cuales se dispone

de alguna informacion pero se desconocen las caracteristicas requeridas por el

Caodigo de Nomenclaltura de Bacterias para su ubicacion taxondmica correcta.

4.35 Bacterias endosimbidticas

Las bacterias endosimbidticas son microorganismos que llevan millones de afios
de evolucioén en el interior de insectos, como psilidos, mosquita blanca, afidos, y
gorgojos, estableciendo una relacion metabdlica muy intima con éllos, ya que este
tipo de insectos se alimentan de la savia de las plantas, la cual es el componente
del sistema vascular normalmente usado para transportar azlcares y otros
nutrimentos organicos. A pesar de la presencia de nutrimentos, el floema
usualmente contiene aminoacidos esenciales que no pueden ser sintetizados por
animales, asi estas bacterias a cambio de azlUcares y aminoacidos no esenciales,
proveen a sus hospederos de aminoacidos esenciales, esteroles vitaminas y
cofactores (Baumann, 2005; Wu et al., 2006). La disponibilidad de nutrimentos en
el entorno de las bacterias ha hecho que sus genomas perdieran informaciéon y
sufrieran una reduccion muy drastica en el nimero de genes. Asi, estas bacterias
contienen los genomas celulares con menor contenido de genes que se conocen

(Baumann, 2005; Wu et al., 2006).



La simbiosis bacteriana estd ampliamente distribuida entre los insectos, y se ha
estimado que al menos del 15-20% de todos los insectos viven en una relacion de
este tipo. Este es el caso de la simbiosis mutualista de Buchnera aphidicola y
Candidatus Carsonella ruddii con afidos y psilidos respectivamente. Estas
bacterias simbidticas residen en células hospederas especializadas llamadas
bacteriocitos, las cuales forman d&rganos simbidticos llamados bacteriomas
(Buchner, 1965). La transmision bacterial ocurre de manera vertical pues los
huevos o embriones jévenes son infectados por microorganismos presentes en la
madre. La mayoria de las bacterias parasitarias y simbibticas obligadas
intracelulares comparten varias caracteristicas gendémicas, por ejemplo, un alto
contenido de A-T, evolucidon acelerada de la secuencia, y reducciéon masiva del
tamafio del genoma con respecto a sus ancestros de vida libre (Silva et al., 2001).
Esta reduccion ha llegado a ser tan extrema que algunas cepas de Buchnera
aphidicola presentan un genoma de 450 Kb (Gil et al., 2002), mientras que el de
Ca. Carsonella ruddii es de 160 KB, siendo este el genoma mas pequefio

conocido hasta el momento (Tamames y col, 2007).

4.4 Importancia de insectos vectores de fitopatégenos

Los insectos son los mas cosmopolitas, polifagos y variados organismos vivos en
la tierra, y muchas especies estan involucradas en algun tipo de asociacion
simbidtica con microorganismos, principalmente bacterias (Buchner P. 1965; N.A
Moran 2006). Algunos insectos asociados con bacterias que transmiten
enfermedades importantes en los cultivos agricolas, incrementan en gran

relevancia estas interacciones simbidticas. La amplia distribucion de insectos



puede, de hecho, ser en relacion con las asociaciones bacterianas que permiten a

los insectos explotar diferentes fuentes de nutricion.

45 Bactericera cockerelli Sulc

Bactericera (Paratrioza) cockerelli es un insecto que pertenece al orden
Hemiptera; sub-orden Sternorrhyncha ; superfamilia Psylloidea y la familia,
Psyllidae, por lo que se le conoce también con el nombre de psilido, y que junto
con las familias Cicadellidae y Fulgoridae, se han descrito como vectores de
procariontes (Jensen et al., 1964; Kaloostian y Jones, 1968; Harris, 1980;
Kaloostian, 1980; Kawakita et al., 2000; Palermo et al., 2001; Pilkington et al.,
2004). Fué descrito originalmente como Trioza cockerelli por Sulc en 1909 con
especimenes colectados sobre plantas de chile en Boulder, Colorado ( Sulc 1909)
y se reporté como plaga de importancia econémica en varias regiones de Estados
Unidos desde 1900 ( Pletsch 1947 ). Se piensa que es originario de Norteamerica
donde se identificaron dos biotipos, el nativo y el invasor ( Liu et al., 2006 a), y se
reporta que este Ultimo es menos susceptible a algunos insecticidas comparado
con el biotipo nativo ( Liu y Trumble 2007 ). Por otro lado, Pletsch (1947) lo
reporté en México en las primeras décadas de 1900. No obstante, este insecto se
registr6 como problema serio hasta la década de los ochenta en los cultivos papa
y tomate, y mas recientemente en tomatillo y chile (Garzon et al., 1992, Leyva-

Lopez et al.,2002, Garcia 2007).

En México se ha relacionado a Bactericera cockerelli con dos enfermedades
contagiosas: “permanente del tomate” (Garzon et al., 2005) y “punta morada de la

papa-manchado del tubérculo” (Salas, 2006), y recientemente con la enfermedad



de la papa denominada “zebra chip” para la cual la asociacion con fitoplasmas no

es muy clara (Munyaneza et al., 2007).

B. cockerelli es actualmente uno de los insectos plaga de mayor importancia en
papa, tomate y chile, en México y en alguna regiones de Estados Unidos de
America (Garzén 2002, Liu y Trumble 2007, Munyaneza et al., 2007). Causa
dafos directos sobre las plantas hospederas como extraccion de savia, inyeccion
de toxinas por la alimentacién de las ninfas (Carter 1939, Cranshaw 2007), y la
secrecion de mielecilla y en consecuencia el crecimiento de hongos (fumaginas )
los cuales obstruyen el proceso de fotosintesis ( Essig 1917, Hoy y Nguyen 2001,
Hodkinson, 2009). No obstante, la razon principal que este insecto es de
importancia econdmica se debe a los dafios indirectos con la transmision de
enfermedades (Richards 1928, Leyva-Lopez et al., 2002, Hansen et al., 2008,

Liefting et al., 2008, Crosslin et al., 2009 ).

45.1 Bionomia de Bactericera cockerelli Sulc

El psilido de la papa es un insecto migratorio que no sobrevive a los inviernos en
las Grandes Llanuras de los Estados Unidos sin refugio artificial, particularmente
los Altos Llanos ubicados en Nebraska, Colorado, Kansas y Dakota del Sur. La
temperatura es un factor critico en brotes de este insecto pues no toleran altas
temperaturas, prefiriendo 26°C. Se ha mostrado alta mortalidad en huevos y ninfas
a una exposicion continua por 2 horas a 38°C, mientras que temperaturas
mayores a 30°C reduciran o cesaran la ovoposicion, incubacion y supervivencia de

ninfa (Abdullah, 2008). En el sur de México y Centroameérica, no puede sobrevivir



a temperaturas de verano por lo que migra al norte por los Grandes Llanos y la
costa occidental. Es capaz de sobrevivir un afio al sur de Texas y Norte de México
donde las temperaturas son Optimas y el alimento esta disponible continuamente.
El habito caracteristico, sin embargo, ha sido la migracion hacia el norte durante la
primavera y el verano, y su dispersion es facilitada enormemente por el viento que
le permite ser llevado a grandes distancias (Abernathy, 1991; Knowlton and Janes,
1931). El ciclo de desarrollo de B. cockerelli consiste en tres etapas: huevo, ninfa 'y
adulto. De acuerdo con Abdullah (2008), el periodo de pre-copula de B. cockerelli
varia de 3.8 - 5 dias, el periodo de pre-ovoposicion va desde 5.9 a 8.0 dias. El
periodo de incubacion para la etapa de huevo es de 6.7 dias (5.7 - 8.2 dias), con
un periodo ninfal de 21.9 (19.1 - 23.8 dias) teniendo un periodo total de desarrollo
en promedio de 28 dias. La supervivencia de huevos, ninfa y el total (todas las
etapas) es de 62.7, 47.3 y el 40.6 %, respectivamente. El ciclo de vida completo a
26 °C requiere 35 dias. En lo que respecta a la fecundidad, la hembra puede
poner 230 huevos, viviendo la hembra un promedio de 45 dias, mientras que el

macho solo 22 dias (Abdullah, 2008)
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Figura 7. Huevecillos y ninfas de Bactericera cockerelli
Fuente:http://ceventura.ucdavis.edu/Vegetable_Crops/Tomato_Psyllid.htm




La etapa adulta de B. cockerelli es parecida a una chicharrita y mide
aproximadamente 3 mm de largo y mantienen sus alas en forma de techo sobre su
cuerpo. Poseen una coloracion 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
gue les permite saltar al ser molestados. En general son muy activos por lo que se
les conoce también como pulgon saltador (Mena, 2004). Los huevos son de color
amarillo-naranja de forma ovoide que se encuentran suspendidos individualmente
de filamentos delgados por lo regular a lo largo de los margenes de la hoja
apareciendo al final de tallos cortos (Mena, 2004). Las ninfas, ademas del adulto
son la forma perjudicial de este insecto. Son diminutas de color café claro
cambiando posteriormente a verde palido a medida que crecen, son planas,
oblongas o redondas. Pasa por cinco estadios ninfales y pueden encontrarse en el

envés de las hojas (Mena, 2004).



Figura 8. Adulto de Bactericera cockerelli Sulc

Fuente: http://weslaco.tamu.edu/research-programs/entomology/

El pulgdn saltador tiene un aparato bucal tipo picador-chupador, que esta armado
con un estilete, formado por dos conductos semejantes a un par de “popotes”, uno
para entrada y otro para salida. En la planta, las ninfas (Figura 7) o los adultos
(Figura 8) 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. El dafio
causado por este insecto es por un lado de tipo toxinifero o directo y por otro lado
indirecto como posible transmisor de un fitoplasma u organismo tipo bacteria

(Garzon et al., 2002, 2005).

Recientemente el género ha sido reasignado como Bactericera y ha sido ubicado
como miembro de la familia Triozidae, superfamilia Psilloidea, suborden
Homoptera, orden Hemiptera (Bujanos et al., 2005). En México se documenté la

presencia del “salerillo”, Bactericera (=Paratrioza) cockerelli (Sulc), en 1947,


http://weslaco.tamu.edu/research-programs/entomology/

hospedando plantas de la familia Solanaceae, en los estados de Durango, México,
Guanajuato, Michoacan y Tamaulipas (Plestch, 1947). A partir de la década de los
setentas, esta especie se considera una plaga primaria de la papa (Solanum
tuberosum L.), chile (Capsicum annuum L) y tomate (Lycopersicon esculentum

Mill.) (Garzén et al., 1992, 2002).

4.5.2 Variacion genética en Bactericera cockerelli

Romney (1939) indicé que este insecto desarroll6 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 indico que el origen
anual de las poblaciones ocurrié en el sur de Texas (cerca del Rio Grande) o
incluso de México que posteriormente migraron a Arizona y Nuevo México. Sin
embargo, a partir del 2001 comienzan a presentarse brotes al sur de California,
zonas donde infestaciones de este insecto son historicamente raras. Estos
antecedentes llevaron a investigaciones que tenian por finalidad el determinar si
estos nuevos brotes eran el resultado de un simple rango de expansién en su
distribucién 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) el cual codifica para una proteina de
superficie que ha sido utilizado en la caracterizacién de diferentes lineas del
endosimbionte Wolbachia, (Van Meer et al. 1999) cuyo arbol filogenético derivado

de ADN ribosomal 16S-23S concuerda con el filograma derivado del hospedero B.



cockerelli, demostrando una coespeciacion de los endosimbiontes con sus
hospederos (Thao et al. 2001). Para ello se estudiaron poblaciones de B.
cockerelli provenientes de California, Colorado y 11 Nebraska, EUA, asi como
Baja California y Coahuila, México. Encontrando que las poblaciones de estudio se
encuentran divididas en dos grupos (Figura 5), uno formado por las poblaciones
del centro de Estados Unidos y este de México y el otro formado por el oeste de
Norte América. Con ello, corroboraron su hipétesis inicial que establecia que los
nuevos brotes en la parte oeste de Estados Unidos de América corresponden a un
nuevo biotipo el cual tiene sus origenes en Baja California, México. Dicho trabajo
confirma también las migraciones de B. cockerelli, al agruparse las poblaciones
del este de México y centro de EUA. 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 entrada la primavera, asi como las
diferencias genéticas estadisticamente significativas entre dichas poblaciones y B.

cockerelli de Guatemala.
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Figura 9. Dendrograma de poblaciones de B. cockerelli basado en marcadores genéticos
(Liu et al. 2006)

4.5.3 Haplotipos de Bactericera cockerelli Sulc

Las diferencias sutiles entre diferentes poblaciones de una especie de insectos,
como preferencia de alimentacion, resistencias o el comportamiento de
apareamiento, se pueden aislar poblaciones creando un biotipo Unico (Diehl and
Bush 1984). En los dltimos afios se han descrito diferentes haplotipos del psilido
de la papa por las variaciones gendémicas estables del gen CO1, con marcadores
moleculares ISSR (Inter simple sequence repeats) y el gen de Wolbachia wsp.
Estudios realizados con el psilido de la papa del gen citocromo B ha sido
identificado el polimorfismo de un solo nucleétido, indicando que el gen COL1 es el

mejor objetivo disponible para la diferenciacion genética (Powell et al. 2012).

Usando la técnica de (High-resolution melting analisis-HRM) con el gen CO1, tres



haplotipos del psilido han sido reportados en los Estados Unidos. Los haplotipos
han sido identificados por la regiones geogréaficas en las cuales se encontraron:
Centro, Noroeste y Oeste. A la fecha el haplotipo del Noroeste ha sido encontrado
solo en Idaho, Oregon y Washington (Swisher et al. 2012, 2013; K. D. Swisher
dato no publicado). El haplotipo del Oeste ha sido encontrado desde Baja
California, Sur de California y Nuevo mexico hasta Idaho, Oregon y Washington. El
haplotipo central ha sido identificado en el Este de Mexico y desde Texas hasta
Dakota del Norte y Wyoming (Liu et al. 2006; Chapman et al. 2012; Swisher et al.
2012, 2013). Comprendiendo la temporal y la dinamica poblacion espacial de
Bactericera cockerelli se puede proveer la infiltracion dentro de los patrones de
migracion 6 tendencias de hibernacién, temporalmente los datos de haplotipos han
sido usados para identificar cuanto tiempo la poblacion de psilidos han existido en
una region geografica especifica(Swisher et al. 2013). Espacialmente los datos de
haplotipos han sido utilizados para identificar regiones geogréficas especificas
donde una poblacion unica de psilidos ha existido, asi como el territorio donde el
psilido parece que se estad expandiendo (Swisher et al. 2012, 2013). Como las
enfermedades que estan vinculadas con Bactericera cockerelli extendiéndose a
diferentes paises y continentes, conociendo los haplotipos del insecto que esta
presente puede ser crucial para comprender como el psilido se esta movilizando
hacia nuevas regiones. Por ejemplo, después de la introduccion de Bactericera
cockerelli en el interior de Nueva Zelanda, se cree que fue causado por
importacion de material ilegal a esa region. En las investigaciones se concluye que
fué el haplotipo del Oeste (Thomas et al., 2011). Esta informacién sugiere que las

plantas que se transportan ilegalmente probablemente vienen del Oeste de los



estados Unidos y no del Este de México o area central de Estados Unidos.
Usando high-resolution melting (HRM) y analisis de secuencias del DNA de una
porcion del gen mitocondrial CO1 de Bactericera cockerelli, los psilidos originarios
de México, El Salvador, Honduras y Nicaragua fueron identificados con el

haplotipo Central (Swisher et al., 2013).

4.6 Danos directos e indirectos ocasionados por Bactericera cockerelli

Los dafios toxiniferos provocados por el pulgén saltador fueron dados a conocer
por Richards (1928, 1933), que atribuyd la enfermedad del “amarillamiento de la
papa” a los procesos de alimentacion de las ninfas en la planta, pués por el
estilete también inoculan téxinas, lo que se confirmé al retirar las ninfas de las
hojas y observar que los sintomas desparecian 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 éstos son contradictorios y
provocan confusién, pués algunos investigadores dicen que ademas del
amarillamiento en papa, “las hojas apicales tienen foliolos ondulados y morados”,
sintomas que estan mas relacionados con los de la punta morada de la papa que
con los causados por la toxina. Otros aspectos contradictorios son los referidos a
la disminucion y acumulacion de almidén en papa reportada por Eyer en 1937 y
Leach en 1940, respectivamente (Garzon, 2002). En el cultivo de tomate, también
se dijo que la misma tOxina era la causa de una nueva enfermedad sobre los
tomates del Sur de Texas, a los que les causaba una disminucion en el

rendimiento y menor calidad de los frutos, originando grandes pérdidas



econdémicas (Janes, 1936). Daniels (1934) separo6 los sintomas en: a) primarios,
consistentes en un retraso en el crecimiento de la planta con hojas de color
purpura y b) secundarios, con distorsion de follaje, clorosis, estimulos en la
floracidbn, menor cantidad de frutos y de tamafo pequefios. Con base en lo
anterior, se puede hacer notar que la literatura internacional considera a
Bactericera cockerelli solamente como un insecto toxinifero. En el caso de la
enfermedad de los citricos o Huanlongbing el dafio directo es causado por las
ninfas y los adultos de Diaphorina citri al extraer grandes cantidades de savia de
las hojas y peciblos, debilitando las plantas, introduciendo sustancias toxicas en
los tejidos causando amarillamiento en las hojas donde se encuentran
alimentandose; impidiendo la Optima produccién fotosintética en la planta y
debilitando ain mas su crecimiento. Sin embargo, esa “téxina” nunca ha sido
aislada y el desorden metabdlico pudiera ser debido a la posible presencia de
metabolitos producidos por las ninfas del insecto e introducidos por éste al
momento de alimentarse(Richards y Blood, 1933; Rubio et al. 2006). Dicha
enfermedad es reportada como amarillamiento del psilido “psyllid yellows”. La
saliva del insecto contiene peroxidasas, PB-glucosidasas, y otras enzimas
potenciales que generan una sefial (Miles,1999) que parece inducir la
transcripcion de genes asociados con la produccion de &cido salicilico o
jasmonico, (Miles, 1999) asi como la transcripcion de genes relacionados con el
estrés (Moran y Thompson, 2001). El grado del dafio depende de la cantidad de
toxina, relacionada con la infestacion del insecto y la etapa de crecimiento de la
planta. Estudios previos revelan que al menos 30 ninfas del psilido por planta

pueden causarle los sintomas (Blood et al. 1933), mientras que Carter (1950)



indica que los sintomas pueden ocurrir sobre plantas alimentadas de una sola
ninfa. Los sintomas toxicos aparecen al cabo de cuatro a seis dias después de la
inyeccion en una infestacion alta pero por lo general esto toma de dos a tres
semanas. Cuando la planta es joven, aun encrecimiento, esta sera atrofiada y
clorética. Los entrenudos seran mas cortos causando un aspecto de roseta,
mientras que los nudos espesaran. En ocasiones, tubérculos aéreos apareceran
en nodos. Los efectos fitotoxicos del insecto sobre el floema varian debido a la
poca difusion de la téxina y la destruccion localizada de la clorofila, provocando
malformaciones de tejido como el rizar de la hoja (Chapman, 1985). Sin embargo,
el dafio causado por este psilido es uno de los pocos casos donde los efectos

toxicos son sistémicos y la planta entera es afectada (Carter, 1939).

El mayor dafio o impacto econdmico de Bactericera cockerelli es indirecto, el que
se deriva de la transmision del permanente del tomate. 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 asign6 el mismo nombre y estudios moleculares del ADN
concluyeron que es causada por un fitoplasma del grupo del Aster yellows (Leyva-
Lépez y col, 2002) y que a diferencia de los reportes de Estados Unidos, en
México la punta morada de la papa parecer ser transmitida por B. cockerelli y no

por chicharritas (Garzén, 2002, Garzén 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 manchado del tubérculo” (Zebra Chip) (Munyaneza et al., 2007 y 2009) y es

transmitida por Bactericera cockerelli (Garzoén et al., 2009).

Estudios recientes han mostrado que una nueva especie de la bacteria
responsable de la enfermedad Huanglongbing (HBL) en los citricos, Candidatus
Liberibacter asiaticus, es transmitida por Diaphorina citri. Que ataca
principalmente a las rutdceas , causando pérdidas econdémicas importantes en

todas las regiones citricolas del mundo.

Se han detectado las enfermedades causadas por hongos como tizon tardio
(Phytophthora infestans Mont de Bary) 6 la pudricién blanca de fruto (Botrytis
cinerea Pers.), asi como dafios causados por cenicillas o por bacterias como el
cancer bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis). Finalmente,
se presentan las enfermedades causadas por virus transmitidos por afidos, trips y

mosquita blanca, o por agentes infecciosos transmitidos por Paratrioza

4.7 Permanente del Tomate

En 1984, Garzén report6 la existencia de una enfermedad que caus6 un 60% de
dafos en la produccion de tomate en Guanajuato, a la que denomind “permanente
del tomate” PT, cuyos sintomas son hojas quebradizas y enrolladas, aborto de flor,
sobrebrotacion de yemas axilares, frutos muy pequefios y, por lo tanto, no
comerciales, achaparramiento y decaimiento general de la planta (Figura 1). Los
sintomas en las plantas de tomate inician con una clorosis de los brotes apicales,
las hojas inferiores se enrollan tomando la apariencia de “taco” y presentan una
textura quebradiza; de manera normal estas hojas son de color verde intenso y

brilloso debido a una menor presencia de tricomas en la lamina foliar.



Posteriormente, en las flores se manifiesta una necrosis y son abortadas. La
planta es pequefia y de un color verde mas intenso que las normales (Garzon,
1986). La enfermedad del PT, desde 1986 fue asociada al psilido Bactericera
(Paratrioza) cockerelli como su vector (Becerra, 1989). Este insécto ocasiona
dafnos directos a la planta al succionar la savia (Munyaneza et al., 2007) e
indirectos al transmitir fitoplasmas (Garzon et al., 2004) 6 bacterias no cultivables,
como C. Liberibacter solanacearum (Munyaneza et al., 2009). Dichos patégenos
estan asociados a las enfermedades punta morada en papa o permanente del

tomate en jitomate (Garzon et al., 2002, 2005; Munyaneza et al., 2009).




Figura 10. Sintomas del permanente del Tomate A)Planta con decaimiento. B) Hojas enrolladas
hacia arriba. C) Aborto de flor. D) Sobrebrotacién de yemas axilares.

Fuente : Jose antonio Garzon Tiznado,”Situacion de la paratrioza mosquita blanca y otros vectores
de virus y patogenos”, 2004.

La etiologia de esta enfermedad no es muy clara, ya que observaciones al
microscépio electrénico, describen la presencia de cuerpos pleomorficos en el
floema de plantas enfermas; sin embargo, el analisis de alineamiento de
secuencias de los productos amplificados del gen 16S rRNA, de éstas plantas,
presentd sélo 80% de similaridad con fitoplasmas, lo cual no es un elemento para
indicar su relacion con este tipo de patégenos (Lee, com. pers.); no obstante, con
algunas bacterias no cultivables su similaridad fué mayor al 98%, de ahi que se
haya decidido denominarlas temporalmente como “organismo tipo bacteria no

cultivable”.

Este patdégeno se ha asociado al insecto Bactericera cockerelli en plantaciones de
tomate donde la enfermedad esta presente (Becerra-Flora, 1986 y Garzén et al.,
2005) y consistentemente se ha mencionado que B. cockerelli es inductor de una
enfermedad no contagiosa conocida como “amarillamiento de la papa”, la cual se
describe como un producto de la téxina secretada por las ninfas durante el
proceso de alimentacién en las plantas (Richards y Blood, 1933). B. cockerelli
pertenece a la familia Psylloidea, que junto con la familia Cicadellidea y
Fulgoridea, se han descrito como vectores de procariotes (Jensen et al., 1964;
Kaloostian y Jones, 1968; Harris, 1980; Kaloostian, 1980; Kummert y Rufflard,

1997; Kawakita et al., 2000; Palermo et al., 2001; Pilkington et al., 2004).



La distribucion del psilido del tomate es muy amplia, y diversos ejemplares han
sido colectados de Arizona, California, Colorado, ldaho, Kansas, Minnesota,
Nebraska, Nevada, Nuevo México, Dakota Norte, Oklahoma, Dakota del Sur,
Texas, Utath, Wyoming en los Estados Unidos; Alberta Saskatchewan y Columbia
britanica en Canad4; y Durango, Tamaulipas, D.F., Michoacan en México (Plestch,
1947). En el area agroecologica del CIANO (Sonora y Baja California), Pacheco
(1985) lo reportd por primera vez como plaga de algunas solanaceas cultivadas,
tales como tomate, chile y berenjena. Otras areas agricolas de México, donde se
ha reportado a esta plaga son el Noroeste, como plaga potencial de papa, El
Bajio, Valle de Arista (San Luis Potosi) y La Comarca Lagunera (Coahuila);
también se tiene conocimiento de la presencia de esta plaga en el area tomatera
de Morelos, region papera de Arteaga,Coahuila, area chilera de Delicias,
Chihuahua, asi como Nayarit, Jalisco, Baja California y Sinaloa (Nava et al., 2006).
La enfermedad PT fue reportada por primera vez en 2003 en el Valle de Culiacan,
Sinaloa, en forma intensa tanto la enfermedad como el vector en el Campo
Estrella donde se cultiva berenjena y tomate grape. Los sintomas de
amarillamiento tipicos del PT fueron evidentes y causaron grandes pérdidas

econdémicas debido a la agresividad del problema (Lopez et al., 2003)

4.8 Importancia y tipos de transmision de patégenos por insectos

La transmision por vectores de patégenos de plantas es un fenbmeno muy
especifico en el que estan implicados agentes bioldégicos que interaccionan
especificamente con el vector. Sin embargo, a pesar de la importancia que tiene

este mecanismo en la dispersién de los patogenos de plantas en la naturaleza, los



determinantes y mecanismos por los que vectores especificos son capaces de
propagar sus correspondientes patdégenos entre distintas plantas son
comprendidos parcialmente. Los conceptos béasicos para describir las
interacciones entre virus y vector fueron por primera vez introducidos por Watson y
Roberts en 1939 (Watson & Roberts, 1939) quienes acufiaron los términos de
transmision “no persistente” y “persistente” que hacian referencia al tiempo que el
vector era capaz de transmitir un patégeno tras su adquisicion.

La transmisién de fitopatdgenos por insectos es la forma mas importante de
diseminacién de patdgenos en la naturaleza, este modo de transmision genera un
alto grado de dependencia entre el hospedante y el simbionte (Douglas 1996,
Wernegreen 2002), incluyendo insectos del orden Hemiptera los que se han
reconocido como vectores por un tiempo mas largo. En el Orden Hemiptera se han
registrado insectos vectores en las Familias: Aphididae, Cicadellidae, Delphacidae,
Pseudococcidae, Aleyrodidae, Psyllidae y Membracidae. El mayor niUmero de virus
transmitidos por insectos chupadores se encuentra entre los afidos 6 pulgones y le
siguen en importancia los saltahojas, las moscas blancas y los saltones de
plantas. Al entrar a considerar la transmision de patdgenos por insectos es
importante resaltar las relaciones que existen entre los patégenos y sus insectos
vectores. Este no es un proceso accidental, es biolégico, con estrechas relaciones
entre el patégeno y el vector. Los fitopatdgenos, las plantas y sus vectores han

evolucionado juntos por mas de 200,000.000 afios.

En un estudio de psilidos alimentandose de plantas de naranja infectada con

Candidatus Liberibacter asiaticus , fué posible detectar Ca. L. asiaticus en



extracciones de psilidos individuales conteniendo mas de 25 psilidos examinados
por PCR convencional de un fragmento de 226 pares de bases entre tufB y sec E
genes ( Hung, T.H, Hung, S.C., Chen,C.N, Hsu,M.H., y Su, H.J. 2004). Ca. L.
asiaticus fue detectable de ninfas individuales del 3 er instar al 5 to instar
respectivamente. La transmision transovarica de Ca. L. asiaticus no fué detectada
en el vector Diaphorina citri ( Xu, C.F. Li,K.B y Ke. C. 1988), pero ha sido
reportado al menos un reporte que esta ocurriendo en Trioza erytrae ( Van Den

Berg et al.,1992).

En estudios anteriores con plantas de citricos se demostré que un pequefio
numero de psilidos en este caso D. citri puede pasar transovaricamente la bacteria
Ca. Liberibacter asiaticus inmediatamente después de emerger como adultos
inoculando a plantas sanas, si estos nacieron de una hembra portadora de Ca.

Liberibacter asiaticus (Stelinski et al., 2010).

La evidencia de transmision transovarica del Tomato Yellow Leaf Virus (TYLV) en
mosquita blanca (Bemisia tabaci), se confirmé que el insecto transmite el virus de
una manera circular y persistente ; llegando a determinar la presencia de DNA del
TYLV en la progenie , tanto en huevecillos como en ninfas y hasta en adultos;
esta generacion es capaz de inocular el virus en plantas sanas y producir los
sintomas tipicos de la enfermedad, de ahi que el TYLV, puede ser transmitido a
través del huevecillo por al menos dos generaciones de insectos. Adn en la
ausencia de plantas hospederas disponibles; la mosquita blanca puede servir
como reservorio del virus entre las etapas de crecimiento del cultivo ( Ghanim et

al., 1997 ). Existen reportes de transmisiones verticales por artropodos como: el



Fitoplasma de la hoja blanca de la cafa por Matsumuratettix hiroglyphicus
(Huanboonsong et al., 2002), Fitoplasma enanismo de la mora por el vector
Hishimonoides sellatiformis (Kawakita et al., 2000), y por los psilidos Cacopsylla
melanoneura y Cacopsylla pruni causando dafios importantes en los cultivos de
la pera en el centro de Europa transmitiendo los patogenos Ca. fitoplasma mali y
Ca. fitoplasma prunorum (Tedeschi et al., 2006). En el campo de la veterinaria
se presentan enfermedades por insectos que son altamente importantes por la
gran pérdida de ganado como es el caso de Babeasis (Piroplasmosis) enfermedad
producida por el protozoo intraeritrocito Babesia que se transmite por picadura de
garrapatas infestadas. Las Babesias se introducen en el vector por picadura a un
animal enfermo, alli se multiplican y pasan a las glandulas salivales, el germen se
transmite a los huevos de la garrapata (infeccion vertical), (Fidel Hernandez Rubio,

1997).

4.8.1 Transmision de patdégenos en forma transovéarica

4.8.2 Transmisién de Fitoplasmas

Aunque los patdgenos de plantas y simbiontes procariotas pueden ser
transmitidos en forma transovarica, en el caso de los fitoplasmas no se pensaba
gue se transmitian directamente del vector hembra a la progenie. Sin embargo, en
afios recientes, varios estudios han reportado instancias de transmision
transovarica de fitoplasmas. En Scaphoideus titanus Ball (un vector del GY en
Europa) hembras infectadas fueron introducidas sobre plantas sanas para

ovipositar ; ninfas y adultos transferidos en plantas sanas, resultaron infectados y



transmitido el fitoplasma (Alma et al.,1997). Kawakita et al. (2000) observé por
micréscopia electronica el fitoplasma en los ovarios y otros tejidos de un saltahojas
(Hishimonoides sellatiformis Ishihara) y confirmé su presencia por PCR. Se
encontré tambien fitoplasmas en huevecillos expuestos sobre hojas de la mora de
saltahojas adultos infectados y del ninfas del primer instar provenientes de ésos
huevecillos. Mitsuhashi et al., (2002) encontré Wolbachia coexistiendo en todos
los tejidos con el fitoplasma, sugiriendo que éste procarionte puede estar
asociado con la infeccién del fitoplasma. Individuos infectados de Matsumuratettix
hiroglyphicus, Matsumura se ha estado criando hasta dos generaciones sobre
tejidos de plantas de cafia de azucar libres de fitoplasmas (Hanboonsong et al.,
2002). La presencia de Ca. Phytoplasma prunorum fue reciéntemente detectada
en huevecillos de hembras infectadas del vector el psilido Cacopsylla pruni Scopoli
sobre ramas de planta de ciruelo y subsecuentemente en ninfas y adultos recién
emergidos. En éste caso las plantas donde los insectos fueron emergidos

resultaron positivas analizadas por PCR anidado (Tedeschi et al., 2006).

4.8.3 Transmision de virus

La transmisién transovarica del arbovirus en flebotomos se ha sospechado ya que
en repetidas ocasiones se han aislado 6 detectado virus en flebotomos machos (
Veranie et al., 1988 ). Tesh y Modi en 1987, consiguieron transmitir
experimentalmente el virus de la Toscana en trece generaciones consecutivas de
P. perniciosus a lo largo de 23 meses sin que se apreciaran cambios biolégicos en
el virus tras los sucesivos pases. Las hembras infectadas transovaricamente

fueron capaces de trasmitir el agente infeccioso mediante picadura a animales



susceptibles. La infeccidn cronica de P. perniciosus con el virus de la Toscana no
afectd ala tasa de eclosion de insectos. Cuando se hacen emparejamientos
aleatorios, la tasa de infeccion por V Tos en las siguientes generaciones va
disminuyendo, lo que sugiere que el V Tos no puede mantenerse en la naturaleza
entre la poblacion de flebotbmos exclusivamente mediante transmision
transovarica (Tesh y Modi, 1987). Todos los tenuivirus son transmitidos por una o
mas especies de saltahojas de manera propagativa circulativa. Los vectores
saltahojas pueden adquirir el virus despues de alimentarse con un minimo de 15
minutos a seis horas , y requieren un periodo de latencia de una a tres semanas
antes de que puedan transmitir el virus y éstos pueden transmitir el virus toda su
vida mientras que se alimenten de su hospedador en pocos minutos hasta unas
cuantas horas. Todos los Tenuivirus excepto el rice grassy stunt virus, son
transmitidos transovaricamente de un treinta a un cien por ciento a la progenie del
vector. (Agrios, 2005). Cabodevilla et al., demostré que la transmision transovum
de S. exigua nucleopoliedrovirus (SeMNPV) es una caracteristica comdn en
poblaciones de campo de S. exigua en Espafa. En su estudio, un numero de
genotipos que se transmiten verticalmente, se aislaron y caracterizaron por su
propiedades insecticidas. Entre ellos, el genotipo SeVTAI1 mostraron gran
capacidad para inducir infecciones persistentes en comparacién con otros
genotipos asociados a la transmision via horizontal, y la prevalencia de una
infeccion encubierta inducida fue detectable hasta cinco generaciones después del

establecimiento .
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Los microorganismos simbioticos ocurren en el cuerpo de muchas especies de
insectos (Buchner 1965; Douglas 1989; Moran y Telang 1998; Ishikawa
2003;Baumann 2005, 2006; Moran et al. 2008; Kikuchi 2009). La presencia de
estos endosimbiontes en el cuerpo del insecto esta conectada con la dieta
deficiente desequilibrada de algunos nutrientes esenciales, por ejemplo la savia
del floema consumida por la mayoria de hemipteros es rica en carbohidratos pero
pobre en aminoacidos. Las bacterias que se alojan en los intestinos del insecto se
transmiten transovaricamente a la progenie (Schneider 1940; Buchner 1965;
Kikuchi 2009). Pueden ser transmitidos de la madre a la nueva generacion de tres
maneras (1) por la contaminacion de la superficie del huevecillo por la bacteria; (2)
por alimentacion del excremento puesto por los padres conteniendo la bacteria; (3)
por la deposicibn de capsulas la cual contiene bacterias hacia el interior de la
masa del huevecillo (Rosenkranz 1939; Fukatsu and Hosokawa 2002; Kuechler et
al. 2010, 2011). Los simbiontes que viven en los bacteriocitos son transmitidos a
la proxima generacion de forma transovarica via citoplasma de la células
germinales de la hembra (Buchner,1965). Buchner 1965 observé que en algunos
hemipteros los microorganismos simbiéticos pueden vivir mas de una especie
dentro de su cuerpo. Los simbiontes que siempre estan presentes en sus
huéspedes y son necesarios para su supervivencia y reproduccion son llamados
endosimbiontes primarios (P-simbionte) por Buchner. Los simbiontes que
solamente se encuentran en algunas poblaciones, Buchner los llamé
endosimbiontes facultativos o endosimbiontes secundarios(S-simbiontes). Los P
simbiontes se encuentran intracelularmente en bacteriocitos, mientras que los S-

simbiontes se alojan en ambas areas intracelularmente & extracelularmente



(células epiteliales) por ejemplo, libres en la hemolinfa ¢ en los tejidos grasos
(Baumann 2005; Kikuchi2009). Los P-simbiontes son siempre transmitidos
verticalmente heredados por transmision transovarica, mientras que los S-
simbiontes pueden ser transmitidos horizontalmente y transovaricamente(Moran
yTelang 1998; Fukatsu et al. 2000; Ishikawa 2003; Thao y Baumann 2004). Se
cree que la simbiosis de insectos y los P-simbiontes son el resultado de

infecciones antiguas (Baumann2006).

4.9 Transmision de bacterias en ovogénesis de insectos

Las bacterias endosimbioticas colonizan el ovocito vitelogénico. En la mayoria de
los artropodos los ovarios consisten en un nimero discreto de ovariolas tubulares,
incrementando camaras de huevecillos en maduracion extendidas desde el lado
anterior y posterior de las ovariolas. Las células del tronco de la linea germinal
estan localizadas en la parte anterior de la ovariola, en una region llamada el
germario. La camara de huevecillos continua desarrollandose interiormente en la
region del vitelo, donde el ovocito absorbe la yema desarrollando completamente
huevecillos completos no fertilizados (Cummings et al., 1969). Usando
microscopia inmunofluorescente se ha observado que algunas bacterias se
acumulan en la region de las células epiteliales que esta proxima al final posterior
de la camara de huevecillos, donde la actividad endocitica es muy alta. Se ha
observado que las bacterias no estan presentes en la linea germinal de la etapa
temprana de ovulacion del germario. Se ha reportado que las bacterias han sido
encontradas ocupando la region abdominal de las hembras (Sakaguchi B. et al.,

1961, Goto S. et al., 2006). Sin embargo, para lograr la transmision transovarica



estas bacterias deben ser capaces de llegar a la linea germinal en etapas tardias
en el proceso de la ovulacion desde la hemolinfa. Las bacterias ingresan a la linea
germinal sobre etapas especificas de la ovogénesis, colonizando la linea germinal
durante la etapa de vitelogénesis en la ovulacion (etapa 8 y 10), cuando la yema
se incorpora dentro del ovocito. Las bacterias estan presentes en el espacio
extracelular entre las células del foliculo . En el ovocito , las bacterias estan
localizadas en vesiculas formadas en la endocitosis de la yema, también
conocidas como granulos de yema. Las imagenes de la transmisién de
microscopia electrénica revelan que las bacterias se encuentran entre el espacio
de los granulos de la yema y rodeando la membrana vesicular, la cual consiste en
un estudio previo de microscopia electronica (Kiki Y. 1988). En imagenes de
microscopia inmunofluorescente se observa estas bacterias penetrando la
membrana vesicular rodeando los granulos de la yema; Presumiblemente estas
células abandonan los granulos de yema y penetrando al citoplasma del ovocito.
En resumen, este factor de infeccion indica que la ruta tomada por las bacterias
interceptan la linea germinal involucrando la invasion de los ovarios, seguido por el
pasaje entre las células del foliculo de la cAmara de huevecillos vitelogénicos, la
translocacién cruza la membrana del ovocito dentro de las vesiculas que se
convierten en granulos de yemas, y finalmente atraviesan las membranas

vesiculares de la yema para internarse en el citoplasma del ovocito.



Germario

Figura 11. Corte de un ovario de Locusta migratoria tefiido con hematoxilina-eosina. Las
ovariolas muestran una disposicion polarizada en relacion al proceso de ovogénesis, con el germario
en la region apical y el vitelario orientado hacia la region basal, desembocando en los oviductos.

Fuente: http://www.uam.es/departamentos/ciencias/biologia/citologia/practica3.htm



http://www.uam.es/departamentos/ciencias/biologia/citologia/practica3.htm
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Figura 12.- Colonizacién de bacteria de la linea germinal. (A) Cuadro que muestra la estructura de una
camara de huevecillos, ovariolas y ovarios de Drosophila. La ovariola esta rodeada por un epitelio muscular
(azul claro). La camara de huevecillos se desarrolla a lo largo de la longitud de las ovariolas, iniciando con la
divisién celular en el tronco del germario. Etapa vitelogénica (10) de la cdmara de huevecillos esta
caracterizada por una membrana externa de células del foliculo (verde), un ovocito expandido(amarillo) y
células germinales(azul). (B) Superficie exterior del vitelo etapa 10 de la camara de huevecillos, las bacterias
estan tefiidas de rojo. (C) Localizacion de las bacterias en series de camara de huevecillos que representan la
progresién desde el germario hasta el vitelo del ovocito. Germario, etapa 2 y 4 (C1); etapa 6(C2); etapa 9
(C3); etapa 10 (C4). (D) Pared celular tefiidas de actina(D1) bacterias espiroplasmas (D2) son fusionadas
(D3,D4) muestra bacterias atravesando las células del foliculo. D1 y D3 son secciones transversales y D4 es
una seccion longitudinal. (E1) Imagen sobrepuesta de &rea flourescente de bacterias tefiidas revela la
localizacion de la bacteria con respecto a los granulos de yema. En todas las imégenes microscopicas
fluorescentes la escala de la barra representa 25um. La micrografia electronica muestra la localizacién del
espiroplasma(flechas) en relacién a los granulos de yema (Y). En E1, las bacterias estan contenidas entre los
granulos de yema y la membrana vesicular. En E2, las bacterias pueden ser vistas penetrando parcialmente la
membrana vesicular. Fuente: Herren JK, Paredes JC, Schipfer F, Lemaitre B. 2013. Vertical transmission of
a Drosophila endosymbiont via cooption of the yolk transport and internalization machinery. mBio
4(2):e00532-12. doi:10.1128/mBi0.00532-12.

4.10 Diagnostico de enfermedades de plantas




4.10.1 Métodos parala deteccién e identificacion de organismos tipo
bacterias no cultivables

En la actualidad, las técnicas moleculares han sido de una gran ayuda en la
identificacion y la caracterizacion taxondémica en general del grupo de
fitopatdgenos cultivables 6 no cultivables garantizando una mayor sensibilidad y
especificidad en la deteccion (Lopez et al.,, 2003). Dentro de estas técnicas se
encuentran: hibridacion de ADN-ADN, microarreglos ADN, PCR (Polymerase
Chain Reaction), FISH (Fluorescence in situ hybridisation) y variantes de la técnica
de PCR como Real- Time PCR, Co-PCR (cooperativa), PCR mudltiple entre otras
(Lopez et al., 2003; Alvarez, 2004).

Las metodologias que permiten ubicar taxonOmicamente una bacteria en género y
especie es la secuenciacion de la regién 16S ADNr y de las regiones intergénicas
(ITS) 16S-23S del operén ADNr, ya que estas regiones gendmicas son
conservadas y constitutivas entre génerosbacterianos (Barry et al., 1991; Oliver et
al., 2005). La region gendmica de 16S rADN es facil amplificarla y secuenciarla
mediante el uso de primers universales (Weisburg et al., 1991); ademas el analisis
de esta region esta basado en la homologia que existe entre géneros bacterianos
reflejando una relacion filogenética presumible (Oliver et al., 2005). En relacion
con lo anterior, Hauben et al., (1997) realizaron una comparaciéon de esta regiéon
gendmica de todas las especies de Xanthomonas donde observaron una
similaridad de 98.2% entre ellas. La secuenciacién de las regiones ITS 16S-23S
de bacterias fitopatbgenas ha sido utiles para también analizar relaciones
filogenéticas entre bacterias ubicandolas en diferentes niveles taxonémicos (Barry

et al., 1991) y ha sido adaptado en técnicas basados en PCR como RFLP



especificos de estas regiones intergénicas (Goncgalves y Rosato, 2000). Sin
embargo, entre especies bacterianas podria existir una variabilidad entre estas
regiones analizadas, por ello se debe escoger ITS altamente conservadas para
observar homologia entre especies (Glrtler y Stanisichi, 1996).

Histéricamente ha tomado como referencia para su desarrollo los postulados de
Koch, los cuales describen los criterios para establecer la relacidon entre un
microorganismo y una enfermedad. Estos fueron formulados por Roberto Koch y
Friedrich Loeffler en 1884 y publicados por Koch en 1890 (Evans, 1976), los
cudles, aun y cuando se basaron para establecer la etiologia entre el antrax y la
tuberculosis, se han generalizado para otras enfermedades, como es el caso de
las plantas. Posteriormente estos postulados han sido discutidos por Evans en
1976, en los que se mencionan algunos microorganismos que no pueden ser
cultivados, y que por lo tanto deberian de considerarse algunos aspectos
inherentes a éste tipo de organismos para considerarse como agentes causales.
En el caso de enfermedades en plantas, ocasionadas por agentes infecciosos que
no se pueden cultivar in vitro, entre los que ya se menciono6 el caso de rickettsias,
fitoplasmas 6 cierto tipo de bacterias, la implementacion de los postulados de
Koch es parcial, y se ha considerado la asociacion constante, entre el organismo y
la enfermedad, asi como la evidencia microfotogréfica, su presencia en el vector y
la planta, y actualmente los estudios del ADN como una parte importante para
establecer “la asociacién” entre el microorganismo, la enfermedad en la planta y
en su caso el vector. A continuacion se enumeran los postulados de Koch (Evans,

1976).



1. Presencia del microorganismo en todas las plantas con la misma enfermedad

y Su ausencia en las sanas.

2. Aislamiento del microorganismo de la planta enferma y su desarrollo en cultivos
in vitro para describir sus caracteristicas.

3. El microorganismo cultivado es inoculado en una planta sana de la misma
especie o variedad de la que se aislo y debe causar la misma enfermedad en la
planta inoculada.

4. El microorganismo debe de ser reaislado de la planta inoculada en un cultivo in
vitro, y sus caracteristicas deben corresponder con las ya descritas.

Uno de los requerimientos mas importantes para el manejo adecuado de una
enfermedad es la identificacidon correcta del agente fitopatdbgeno. Algunas
enfermedades pueden diagnosticarse facilmente mediante una examinacion
visual, pero otras requieren pruebas de laboratorio para su diagnostico. Estos
procedimientos pueden tomar desde unos cuantos dias hasta varias semanas, y
en algunos casos poseer escasa sensibilidad.

Afortunadamente, el avance de la biotecnologia nos permite emplear nuevos
productos y técnicas que se encuentran disponibles para complementar o
reemplazar algunos procedimientos clasicos de laboratorio, y de esta manera
acelerar la obtencién de resultados y permitir una detecciéon temprana.

4.10.2 Sintomatologia

Debido a que no es posible aislar y hacer cultivos in vitro de los organismos no
cultivables, lo cual s6lo permite que los postulados de Koch se realicen en una
forma parcial, una herramienta para su identificacion y caracterizacion puede ser

la asociacion de las caracteristicas biologicas de estos patdgenos con ciertas



enfermedades de las plantas. Los sintomas pueden incluir amarillamiento o
clorosis, enrojecimiento prec6z de las hojas, esterilidad de las flores, virescencia,
filodia, “escoba de bruja”, enanismo generalizado, desarreglos vegetativos,
enrollamiento de hojas, necrosis del floema y decaimiento general. Sin embargo,
puede resultar un método no muy confiable debido a que algunos de estos
sintomas se pueden confundir con otras enfermedades que producen efectos
similares. También puede intuirse la existencia de los patdégenos en cultivos
asintomaticos debido a la presencia de insectos vectores.

4.10.3 Técnicas basadas en la deteccion de acidos nucleicos

La imposibilidad de estos organismos para crecer en medios artificiales, hace que
su caracterizacion resulte dificil; sin embargo, con la introduccion de los métodos
moleculares en la micoplasmologia de plantas ya es posible determinar tanto la
filogenética, como la relacién taxonémica de éstos. Técnicas moleculares, tales
como el uso de hibridaciones tipo dot blot, oligonucledtidos iniciadores universales
para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y
polimorfismos en el tamafio de los fragmentos de restriccion (RFLP“s, por su
siglas en inglés), han permitido grandes avances en la deteccion e identificacion
de fitoplasmas, ademas de su clasificacion filogenética basandose en el analisis
de la region 16S RNA ribosomal (rRNA) con secuencias altamente conservadas
(Albanese et al., 1995; Lee et al.,, 1998). Otros genes de fitoplasmas o regiones
gue se han empleado para su clasificacion son los genes de la proteina ribosomal
rp/22 y rps3, que aunque son mas variables que la region 16S rRNA, los

resultados en la clasificacién son similares (Schneider et al., 1997).



4.10.4 Hibridacion molecular

Esta prueba se basa en la capacidad de los &cidos nucleicos para formar hibridos
cuando reaccionan con bandas homologas. En un proceso de incubacién con
extractos de plantas, estas pruebas detectan la presencia del acido nucleico del
patégeno, por la formacion de hibridos con éstos. El acido nucleico de la planta
que contiene el ADN del patégeno se fija a un soporte solido (filtro o membrana),
sobre el cual se agrega la sonda en solucién, que reconoce en forma parcial o
total la parte homodloga del genoma del patégeno y procede a hibridarse sobre
este genoma ya fijado en la membrana. Generalmente se utilizan sondas marcada
con P32; sin embargo, se pueden utilizar métodos no radiactivos, tales como
digoxigenina (Genius Kit, Boehringer Mannhim) y biotina (Photo Gene nucleic acid
sysems Gibco BRL). La luz emitida por la fuente de energia y la presencia de
fluorocromos excitados es detectada por una pelicula fotografica para rayos “X”.
Pueden realizarse varias exposiciones en diferentes areas de la pelicula de
diagnéstico revelando distintas intensidades de manchas oscuras (Figura 8), lo
gue corrobora la presencia del patdogeno en la muestra analizada (Schneider et al.,
997).

4.10.5 Reaccién en cadenade la polimerasa (PCR)

PCR son las siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction 6 Reaccion en
Cadena de la Polimerasa. La idea basica de la técnica es sintetizar muchas veces
un pedazo o fragmento de ADN utilizando una polimerasa que puede trabajar a
temperaturas muy elevadas, ya que proviene de la bacteria (Thermus aquaticus)

que vive a altas temperaturas (79°C a 85°C), de ahi su nombre comercial mas



conocido: Tag polimerasa. Con éstos componentes, el ADN es desnaturalizado
por calentamiento a mas de 90 °C, luego por enfriamiento a menos de 60 °C, se
permite la hibridacion de los iniciadores y la cadena es extendida por la polimerasa
a 72 °C en una solucion tampon. Este proceso es consecuentemente repetido de
20 a 40 ciclos hasta producir el segmento de ADN deseado. TeoGricamente, una
copia unica de ADN puede ser amplificada millones de veces. Los productos de la
PCR son analizados usualmente por medio de electroforesis para asi determinar si
el ADN blanco fué amplificado. Este nuevo ADN se puede clonar y secuenciar
para comparar su similitud con el segmento correspondiente del ADN en prueba,
ya que los iniciadores son especificos Unicamente para determinadas secuencias
del ADN que se analiza. La PCR ha sido aplicada inicialmente a la deteccion e
identificacion de fitoplasmas, virus y viroides. Sin embargo, hongos, bacterias y
nematodos pueden también ser detectados. En general, la aplicacion de esta
técnica al diagnoéstico de enfermedades en plantas se ha centrado en organismos
gue no son facilmente detectados por medio de otros métodos, o en aquellos
casos en que la obtencion de resultados es lenta. Se han recibido reportes
verbales de diferentes empresas de semillas de que los sintomas del permanente
del tomate estan presentes en E.U.A. (Texas, Nuevo México, Colorado y
California), Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua y Panama (Rosales,
2002).

4.10.6 Métodos para determinar relaciones filogenéticas

La informacion filogenética permite identificar relaciones entre organismos debidas

a descendencias a partir de un ancestro comun. La representacion de las



relaciones filogenéticas mas comun es un grafico de conexiones en forma de
arbol, donde se muestran las relaciones entre las especies actuales y sus
ancestros. La reconstruccion de arboles filogenéticos requiere del analisis de
datos especialmente adecuados, teniendo como herramientas caracteres
macroscopicos, microscopicos, el estudio del desarrollo de los organismos
(Embriologia), de fosiles (Paleontologia), de comportamiento (Etiologia), de
composicion (Bioquimica) y secuencias moleculares (Biologia Molecular). Son tres
los principales métodos taxondmicos que se manejan para hacer una
reconstruccion filogenética: fenético, cladista y sistematica evolutiva (Marquez,
1996; Lépez y Pérez, 1999). En 1960, Sokal propuso la fenética como método de
clasificacion que se basa en el criterio de la similitud o diferencia morfologica,
anatomica, fisiolégica o bioquimica, en donde los caracteres poseen igual valor.
Las caracteristicas de las especies se dividen en caracteres unitarios, se les
asignan numeros y se codifican como mas, menos 6 cero. Los datos se procesan
matematicamente usando un algoritmo que genera una matriz de acuerdo al
namero de similitudes (o diferencias) que compartan. Con este sistema se da igual
peso a un caracter, sin tomar en cuenta cualquier evaluacion subjetiva, y no se
hace diferencias entre homologia y analogia.

El cladismo es un método util para reconstruir la genealogia de los organismos de
modo objetivo y verificable, fue propuesto por Hennig en 1960 y se basa en tres
principios: a) los taxones se encuentran unidos en grupos naturales basandose en
los rasgos derivados compartidos (sinapomorfias); b) todos los grupos validos
descienden de un ancestro comdn unico (son monofiléticos); y c) el patréon mas

parsimonioso (el que requiere menor numero de pasos para resolver las



relaciones entre taxones) es el que tiene mayor probabilidad de ser correcto. Es
decir, se buscan los arboles mas sencillos, con menor nimero de cambios. Un
arbol filogenético elaborado a partir de este método se conoce como cladogramay
se basa en las sinapomorfias. El punto de partida (antepasado comun) de una
rama es un nodo, y las lineas entres nodos son los internodos. En este
cladograma se puede detectar lo que se conoce como clado que es el antepasado
comun de un grupo con todos sus descendientes (LOpez y Pérez, 1999). La
clasificacion filogenética tradicional organiza las especies por su grado de
parentesco dentro del arbol filogenético, agrupa las especies que comparten
caracteres derivados de un antecesor comun pero gue no necesariamente incluye
a todos los descendientes. Esta es la principal diferencia entre la filogenia
tradicional y la cladistica. Asi resulta que los arboles filogenéticos tradicionales
incluyen una serie de ramas que se suceden en el tiempo y que tienen la misma
categoria taxonomica (Lopez y Pérez, 1999).

El método mas empleado es el cladista pues distingue claramente entre
caracteres analogos (simplemente parecidos) que sirven para establecer filogenias
y caracteres homologos (semejaza debida a un mismo origen embrionario a partir
de un mismo ancestro), los cuales evidencian una historia evolutiva comun (Lopez
y Pérez, 1999). La comparacion de secuencias de algunas macromoléculas es la
forma mas precisa y confiable para inferir relaciones filogenéticas. EI empleo de
secuencias lo suficientemente largas evita relacionar equivocadamente a los
organismos debido a la convergencia de sus fenotipos. No existe una molécula
mejor para los estudios comparativos de secuencias, solo se requiere que la

secuencia de la molécula no tenga transferencias genéticas entre especies, que



su funcion sea lo mas constante posible y que contenga un namero suficiente de
residuos que cambien a un ritmo correspondiente con la distancia evolutiva
considerada, tal es el caso de las secuencias de las moléculas de rRNA cuyos
genes ya se han identificado (Pace et al., 1986). Mediante la comparacion de las
secuencias 16S rRNA se ha facilitado la identificacion de bacterias, incluyendo
microorganismos no cultivables, y la elucidacion de sus relaciones naturales.
Estas secuencias pueden ser clonadas y detectadas por hibridacién con genes
qgue codifican para sondas de rRNA (rDNA) de un organismo diferente y
empleando la PCR se puede amplificar especificamente la region a secuenciar.
Estas secuencias amplificadas pueden subclonarse para secuenciarse por
métodos convencionales, 0 secuenciarse directamente del amplicon (Pace et al.,
1986). Actualmente existen bases de datos como el Proyecto de Base de Datos
Ribosomales, el Banco de Genes y el Laboratorio Europeo de Biologia Molecular,
gue contienen mas de 2000 secuencias de rRNA, pertenecientes a una gran
cantidad de microorganismos. En éllas se puede realizar una comparacion
estadistica de las secuencias obtenidas de un aislamiento, contra las que ya estan
publicadas, y asi elaborar dendogramas, en los que se indique la posicién del
nuevo microorganismo recién identificado, para éllo se pueden emplear una gran
variedad de métodos y programas computacionales, como son DNASTAR, SeqED
y PileUp, para hacer alineamientos; Analisis Filogenético Usando Parsimonia
(PAUP) y CLUSTAL X para analisis cladistico; Método de Agrupamiento de Pares
con la Media Aritmética no ponderada (UPGMA); y el Método del Vecino mas
Cercano (Neighbor-Joining) para hacer los arboles filogenéticos; y Bootstrap para

valoracion de las agrupaciones mediante remuestreos (500-1000) al azar de sitios



para un alineamiento; s6lo por mencionar algunos (Schneider et al.,, 1997;

Montano et al, 2000; Davis y Dally, 2001; Harrison et al., 2001; Zhang et al., 2004)



VI. MATERIALES Y METODOS

8.1 Localizacion del estudio.

El experimento se establecié en la estacion experimental de Vilmorin, Inc. la cual
se encuentra ubicada en el km. 8 de la carretera Culiacan-Culiacancito en el
poblado de La Higuerita, Culiacan, Sinaloa. N. 24° 47' 55" w. 107° 29' 37" altura
sobre el nivel del mar 30 m.

8.2 Clima

De acuerdo a la clasificacion de Koppen el clima es BS (h) w (e), descrito como
clima subtropical con lluvias invernales, precipitacion media anual de 800 mm. La
temperatura media anual es de 28 °C, presentandose la maxima de 45 °C en el
verano, y la minima de 4 °C en el invierno. La humedad relativa atmosférica media
anual es de 68%, presentandose la maxima de 81% en el mes de septiembre, y la

minima de 51% en el mes de abril.

8.3 Suelo
El suelo, segun la clasificacién de la FAO es del tipo Aluvion. Se caracteriza por
tener una estructura areno limosa, y esta constituido principalmente por arena de

coloracion café claro a gris.
8.4 Areaexperimental

El lugar donde se llevaron a cabo los bioensayos fué en una camara de
crecimiento del laboratorio de fitopatologia del centro de investigacion Vilmorin,

Inc. Integrando en cada uno de los ensayos jaulas entomoldgicas cubiertas con



organza especiales para psilidos con mangas para el manejo de plantas e
insectos respectivamente. Se mantuvo temperatura Optima para el desarrollo de
la colonia en laboratorio de 25 grados centigrados en promedio para la

supervivencia de insectos.

8.5 Materiales de laboratorio

Todos los materiales que se usaron durante los bioensayos especificos de
transmision de CLso en Paratrioza, requiere el uso indispensable de un
estereoscopio para observar y cuantificar huevecillos, ninfas y adultos presentes
en hojas de plantas de tomate, pinceles de pelo de camello para aislar huevecillos
del tejido vegetal transferiendo en ethanol al 70 % para su conservacion y
depositados en tubos eppendorff, asi como adultos y ninfas de cada instar, para
su posterior extraccibon de ADN y analisis molecular. Se usaron jaulas
entomoldgicas cubiertas de organza a prueba de insectos para transferir plantas

e insectos en los ensayos.

8.6 Establecimiento de la fuente de in6culo

De plantas cultivadas en invernadero con sintomas del Permanente del tomate de
la malla principal de Paratrioza localizada en Vilmorin Inc. Al momento de
observar abundante poblacibn de plantas con sintomas muy severos del
Permanente del tomate se colectaron adultos de Bactericera cockerelli con un
succionador entomolégico y con un pincel se recolectaron ninfas del 4 toy 5 to

instar para su desarrollo en la nueva colonia de insectos.

8.7 Coloniade insectos en laboratorio



Con la finalidad de probar la transmision del patdogeno se establecio una colonia
de psilidos en laboratorio, como fuente de experimentacién y analisis, para los
posteriores bioensayos de transmision. Las plantas de tomate fueron sustituidas
por otras nuevas ya que altas poblaciones de ninfas causaron marchitez debido a
su efecto toxinifero en plantas jovenes. Se utilizaron plantas sanas de tomate de la
variedad Pony express® en la colonia de los insectos como fuente de alimentacién
mantenidas a temperatura de + 25 grados centigrados con fotoperiodo de 12 hrs. y

12 hrs. de oscuridad.

8.8 Experimentos de transmision transovarica

8.8.1 Ensayo con huevecillos de Bactericera cockerelli

Después de la reproduccion del insecto en la fuente de inoculo, con plantas
enfermas de CLso observadas conteniendo huevecillos, se procedié a aislar
huevecillos de los folidlos con el uso de un estereoscopio y pinceles para su
manejo. Se colectaron grupos de 30 hasta 50 huevecillos por muestra y se
conservaron en ethanol al 70% para su posterior extraccion de ADN y andlisis por

PCR.

8.8.2 Ensayo con ninfas y adultos de Bactericera cockerelli

Con el objetivo de detectar CLso en ninfas y adultos de la progenie de BC, se
tomaron muestras de hoja conteniendo huevecillos de la fuente de in6culo para su
obtencion de huevecillos presentes en cada uno de los folidlos, las plantas de
tomate usadas en cada experimento se analizaron por PCR para confirmar que

estaban libres de CLso antes de cada ensayo. Antes de que se aislaran los



huevecillos adheridos a las hojas para su analisis por PCR , las hojas y los
huevecillos fueron lavados con una solucién de cloro al 10% por 5 minutos y
luego 3 veces con agua destilada y esterilizada. Se establecieron 8 plantas sanas
de tomate para adherir huevecillos sobre los folidlos para su eclosion y aparicion
de nuevas ninfas, los huevecillos fueron puestos en un numero indeterminado
debido a que estos rapidamente se deshidratan al no estar en contacto con las
hojas por medio del pedicelo (Buckner et al., 2002), para conservar el micro clima
de humedad en cada planta se cubrieron con vasos de plastico de un litro para
conservar la humedad y supervivencia de los huevecillos, debido a que los
huevecillos son muy susceptibles a la falta de humedad, se deshidratan al
momento de permanecer aislados del pedicelo (Byrne et al., 1990). Al momento
que aparecieron las primeras ninfas se mantuvieron en observacion del
desarrollo de cada instar y se procedi6 a retirarlas con un pincel, organizando las
muestras en grupos de 20 para su conservacion en cada tubo eppendorf. Una vez
que se observaron los nuevos adultos emergidos de Bactericera cockerelli se
retiraron y se conservaron en ethanol al 70 % y en refrigeracion a — 4 °C para su

analisis por PCR.



Fig. 18.- Huevecillos de Bactericera cockerelli en hojas de tomate. fuente:

http://zebrachipscri.tamu.edu/image-gallery/vector-gallery/#thumb

8.8.3 Andlisis de eficiencia de transmisién de CLso con un huevecillo

Con el objetivo de conocer la respuesta de planta sana de tomate a Bactericera
cockerelli de transmitir la CLso, se condujo este experimento confinando un solo
huevecillo por planta sana de tomate hasta su desarrollo 6ptimo de nuevo adulto
emergido, alimentandose durante toda la fase de su desarrollo de la planta. Se
determind la capacidad que tiene un solo psilido de poder transmitir la bacteria en
planta sana, se uso variedad de tomate: Pony express®. Se utilizaron 15 plantas
por réplica realizdndose 3 ensayos respectivos con un total de 45 plantas se
plantaron en vasos de politretano de 1 litro y se regaron con agua fertilizada

compuesta de calcio, potasio, fosforo con una concentracion de 0.5 grs c/u por



20 litros de agua cada 3 dias y se mantuvieron en cuarto de crecimiento con una
temperatura de £25 C y HR = 60. Se mantuvieron en observacion los huevecillos
hasta su eclosion y aparicion de ninfas, se monitore6 cada 24 horas la
supervivencia de estos organismos y si alguna ninfa perecia, de nuevo se
confinaban mas huevecillos hasta que aparecian las ninfas dejando solo una en el
folidlo. Debido a que las plantas estaban en la etapa de plantula en el orden de la
tercera hoja verdadera las ninfas presentes se protegieron con un vaso
transparente sellado en los extremos con malla de organza para mantener al
insecto con ventilacion dentro de ese habitat hasta su desarrollo en nuevo adulto,
permaneciendo el adulto alimentandose por 18 a 20 dias, y manteniendo en

observacion el adulto hasta el fin de su ciclo bioldgico.

8.9 Extraccion de ADN parainsectos

La extraccion de ADN para insectos se realizdé acorde a la metodologia descrita

por Doyle-Doyle (1990) con algunas técnicas modificadas que consisten en :

1. Se maceraron 1 a 2 g de tejido en mortero con 2 mL de buffer de extraccion
(Tris-HCI 100mM pH7, CTAB 2%, EDTA 20mM, NaCl 1.4 M y 0.2% de B-
mercaptoetanol) caliente a 65°C, se transfirieron 500uL a tubos de 1.5 ml. se
incubaron a 65 °C por 30 minutos, se agregaron 100uL de acetato de amonio a
10 M y se incubd en hielo por 10 minutos, se agregd solucion de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1 v/v) y se agité en vortex , se centrifugo
a 12000 rpm. por 10 minutos, se recupera la fase acuosa en tubos de 1.5 ml. y

se adiciona 2/3 del volumen de isopropanol frio y se mezcla suavemente, se



precipité por 1 hora a - 20°C y se centrifuga a 12000 rpm. durante 10 minutos y
se decanta en isopropanol, se hicieron dos lavados con ethanol al 70 %(v/v)
frio. Se dejo secar el ADN y se resuspende en agua desionizada estéril (o
agua inyectable). EI ADN obtenido se observa mediante electroforesis en geles

de agarosa al 1 % tefidos con Gel Red.

8.10 Extraccion de ADN para planta de tomate

La extraccion de ADN se realizd acorde a la métodologia descrito por Dellaporta y
col (1983) y Almeida-Leo6n (2001). Se maceraron 1.0mg de tejido en 3,0 mL de
solucion Dellaporta (Tris 100 mM. Ph 8.0, EDTA 50mM, NaCl 500 mM , [3-
mercaptoetanol 10 mM., se afiadieron 120 pL de CTAB al 20% y se incubd la
mezcla en un bafo maria con temperatura de 60°C durante 20 min.,
posteriormente se resuspendié el macerado por inversiéon en 300 yuL de SDS al
20% y la mezcla de reaccion se pone de nuevo en bafio maria bajo las mismas
condiciones, pasado el tiempo de incubacion se afiadieron 1.5 mL de acetato de
potasio 5 M, se incub6 en hielo por 20 min, se centrifuga a 12 000 rpm durante 10
min., el sobrenadante se mezcla con un volumen de alcohol isopropilico frio y se
guarda a -20°C durante 30 min., los acidos nucleicos se recuperan por
centrifugacion a 12 000 rpm durante 10 min.. EI ADN obtenido se resuspende en
100-300 uL de agua destilada estéril y se almacen6 a 4 °C para su posterior
analisis molecular.Todos los ensayos se realizaron en el laboratorio de la Escuela
de Ciencias Quimicas y Bioldgicas de la Universidad Autbnoma de Sinaloa con la

asesoria del Dr. José Antonio Garzén y IBQ. Claudia Melgoza.



8.11. Reaccidén en cadena de la polimerasa PCR

Las muestras de ADN de plantas e insectos fueron analizadas por PCR para
detectar la presencia de “CLso”. Se realiz6 la técnica de PCR convencional
(cPCR) los ensayos fueron conducidos simultineamente utilizando dos juegos de
primers OA2/012cD (5-GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA-3'y OA2/012cF 5'-
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3"), los cuales amplifican la region ribosomal
16S rADN de Candidatus Liberibacter solanacearum (Jagoueix et al. 1996; Liefting
et al. 2008, 2009a; Li et al. 2009, Munyaneza, 2009) en un volumen de reaccion de
25 pL que contenia, 2 pl de Buffer PCR, 1.5 mM de MgClI2, 0.2 mM de DNTP, 1U
de Taqg polimerasa, 50 ng de ADN y 20 pM de cada primer. La reaccion de
amplificacion se llevé a cabo en un termociclador marca “Touchgene Gradiente”,
programado con una temperatura de predesnaturalizacion de 94°C por 2 minutos,
seguida de 40 ciclos con una temperatura de desnaturalizacién de 94 °C por 15
segundos, alineamiento de 30 segundos a 55 °C y una polimerizacion de 1 minuto
a 72 °C con una extension final de 5 minutos a 72 °C. Los productos de PCR
fueron analizados en gel de agarosa al 1 % tefido con Gel Red y visualizados en

un transiluminador de luz ultravioleta.

Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador en tiempo
real marca TFSTEPONE RT PCR (Applied Biosystems 850 Lincoln Centre Drive

Foster City, CA 94404 USA).



VIl. RESULTADOS
9.1 Area experimental

La colonia de Bactericera cokerelli Sulc. se establecié satisfactoriamente, ya que
se detectaron los estadios correspondientes al ciclo biolégico del psilido (
huevecillos, ninfas, exuvias y nuevos adultos en hojas). En la misma éarea de la
camara de crecimiento se observaron plantas con sintomas del permanente del
tomate, algunas se intercambiaban por nuevas plantas debido al efecto toxinifero
de las ninfas, obteniendose una aceptable distribucion de CLso que se reflejé en
una incidencia de la enfermedad en un 80% en los psilidos, segin Munyaneza et
al.,2013, de acuerdo al envio de psilidos de la colonia a esa dependencia de la

USDA.
9.2 Establecimiento de la colonia

Los insectos se establecieron en plantas de tomate tipo Pony express sobre jaulas
entomoldgicas cubiertas de organza para su ventilacion y luz, con una temperatura

promedio de 25 °C, humedad relativa del 70 a 80 y 12 horas luz por 12 de sombra,

lograndose una reproduccion masiva de Bactericera cockerelli en los quince dias

posteriores.
9.3 Fuente dein6culo

La metodologia de obtencién de psilidos procedentes de plantas enfermas de
campos agricolas funciond, ya que se logré transmitir el patdégeno a las plantas

gue se tenian como fuente de inéculo, comprobando la presencia del patégeno en



las plantas por el método de PCR. Los primeros sintomas se observaron a los 18

dias después de liberar los insectos en plantas.
9.4 Deteccion de Candidatus Liberibacter solanacearum

La amplificacion de ADN de Candidatus Liberibacter solanacearum, en psilidos,
plantas de tomate como fuente de indculo asi como en los estadios de Bactericera
cockerelli, fué positiva de acuerdo con los analisis por PCR de la colonia de
insectos con un porcentaje del 80% de presencia del patdgeno en la fuente de

indculo, lo que implica que todo el procedimiento fue adecuado, y por lo mismo se

recomienda para trabajos futuros.

Figura 15. Gel de agarosa de productos de PCR en deteccion de CLso : Carriles
1= Marcador molecular, 2= Control positivo, 3= Control negativo, 4= Huevecillos, 5=
Ninfas, 6= Adultos de Bactericera cockerelli, 7= Planta de tomate con CLso, 8= Control
negativo (Planta sana de tomate).

9.5 Secuenciacion y analisis filogenético



El producto de PCR de plantas sintométicas y Bactericera cockerelli Sulc. se
mandaron secuenciar a Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO). Se secuenci6 la region 16S rADN en un secuenciador automatizado.
Las secuencias fueron comparadas y depositadas en la base de datos de
GenBank, utilizando la herramienta BLAST del Centro Nacional para la

Informacién Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). La comparacion

de las secuencias obtenidas con las depositadas en el GenBank para Candidatus
Liberibacter indico un 99% de similitud entre las secuencias FJ957897, FJ957896,
FJ196314, EU754741, AY742824. Estas secuencias se usaron para realizar un
andlisis filogenético entre las diferentes especies de Candidatus Liberibacter en la
fig.16, en este arbol se puede observar que las secuencias en este estudio son
muy similares a otras secuencias de CLso depositadas previamente en el banco

de genes del NCBI, por lo que se encuentran agrupadas en el mismo ramal.

Bactericera cockerelli

90
Bactericera cockerelli (huevecillos)

100 || Solanum lycopersicum Ca. Liberibacter solanacearum

Solanum lycopersicum (FJ957897)

— 90 | Capsicum annuum (FJ957896)

Citrus HLB (FJ196314) :| Ca. Liberibacter asiaticus

9% Citrus HLB (EU754741) 7] Ca. Liberibacter africanus

Citrus HLB (AY742824) :| Ca. Liberibacter americanus

T
0.005


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Figura 16. Arbol filogenético de la region 16S rADN de las bacterias del género

“Candidatus Liberibacter”, grupo alfaproteobacteria.

9.6 Frecuencia de infeccion en psilidos por CLso

La frecuencia de infeccion en Bactericera cockerelli desde huevecillos hasta
adultos sobre planta sana de tomate fueron realizadas individualmente por cPCR.
Un analisis de porcentaje de infeccion de Candidatus Liberibacter solanacearum
en muestras de huevecillos, ninfas y nuevos adultos se realizaron para cada
etapa de crecimiento del psilido. Los niveles de presencia de CLso se present6 en
la etapa de huevecillo con un nivel de frecuencia del 100%. De acuerdo a los
analisis individuales de huevecillos por PCR en tiempo real, amplificaron 250
copias por huevecillo de Bactericera cockerelli, comparadas con las amplificadas
en la fuente de indculo que resultaron en un valor medio de 60,000 copias, lo que
implica un bajo rango de concentracion de CLso en cada huevecillo, en ninfas de
todos los instares hubo presencia de CLso, en la muestra de nuevos adultos se

registré de presencia del patdgeno en cuestion.

9.7 Eficiencia de transmision de CLso con un huevecillo de Bactericera

cockerelli en plantas de tomate

De 45 plantas de tomate sanas de tomate utilizadas en este bioensayo, con un
huevecillo sobre el folidlo de la hojas de tomate, solo presentaron sintomas del

permanente del tomate en 2 % de plantas que fueron inoculadas con un solo



psilido después de 18 dias de inoculacion y se detecté por PCR a CLso en estas

mismas plantas de tomate. El resto de las plantas fueron negativas a CLso.

Figura 17. Planta con sintomas del permanente del tomate, en el ensayo de eficiencia

de transmision de CLso.



Figura 18. Planta de tomate sana (Testigo)



VIIl. DISCUSION

Nuestros estudios mostraron la intensidad de las respuestas fisiologicas en
plantas de tomate a Candidatus Liberibacter solanacearum (CLso) patégeno
asociado al permanente del tomate, se correlaciona con el nivel de contenido de
bacteria en la poblacién de psilidos transmisores. Una variedad de sintomas
puede ser explicada por la presencia de diferentes niveles de CLso en plantas y el
namero resultante de los sitios que posiblemente pueden ser fisicamente
bloqueados en el floema por bacterias, sus exudados o biofilms, que causan la
interrupcion del flujo de fotosintatos. Sin embargo nuestros experimentos también
demuestran que la parte de los sintomas puede ser atribuida a la reprogramacion
de eventos moleculares que son causados por Candidatus Liberibacter
solanacearum. A la fecha ha sido reportada la transmisién transovarica del
fitoplasma del enanismo de la mora (Hishimonoides sellatiformis) (Kawakita et al.,
2000) y el fitoplasma de la hoja blanca de cafia de azUcar(Matsumuratettix
hiroglyphicus, Hanboonsong et al., 2002). La mayoria de insectos del orden
hemiptera poseen un numero especializado de criptas desarrolladas en el intestino
medio, donde se albergan bacterias endosimbioticas especificas (Buchner, P.
1965, Dash, G. A., E., Weiss, y K.P. Chang. 1984., Glasgow, H. 1914., Goodchild,
A.J.P. 1963. y Kikuchi, Y., X. Y. Meng, y T. Fukatsu, 2005), los endosimbiontes del
intestino son transmitidos verticalmente por el huésped a la progenie y juegan un
papel importante en la supervivencia, crecimiento y reproduccion de los insectos
(Abe, Y., K. Mishiro, y M. Takanashi., 1965, Buchner, P. 1965, Fakutsu, T., y T.

Hosokawa, 2002., Hosokawa, T., Y. Kikuchi, N. Nikoh, M. Shimada, y T. Fukatsu.



2006., Huber, Schneider, L. 1957., Muller, H.J. 1956. y Schorr, H. 1957 ).
Candidatus Liberibacter solanacearum se transmite transovaricamente descrita
como una bacteria oportunista por la introduccion en el citoplasma del huevecillo al
momento de pasar las bacterias endosimbidticas primarias, como lo es Candidatus
Carsonella ruddi la cual es importante para la supervivencia del insecto. La
eficiencia biologica de transmision transovéarica en Bactericera cockerelli resultd
ser ineficiente al momento de aislar huevecillos de la fuente de in6culo sobre
plantas sanas de tomate, generando solamente un 2 % de eficiencia. Con éstos
resultados en respuestas biolégicas de plantas usadas en los ensayos se concluye
que Bactericera cockerelli presenta una capacidad deficiente de transmision de
CLso via transovarica sobre plantas de tomate. Solo la transmision persistente en
este insecto se presenta cuando hay poblaciones numerosas de psilidos y plantas
enfermas aumentando el poder de transmision del patdgeno cuando la
concentracion de bacteria es alta en cada psilido presente en cada planta con
sintomas. Asi, la concentracion del patégeno dentro del insecto es fundamental
para que se lleve a cabo el proceso de infeccidn sistémica. Las diferencias de la
eficiencia de inoculacién entre poblaciones de insectos vectores de patégenos de
plantas ha sido reportado, aunque hay pocos estudios de diferencias en los
niveles de poblacién en la transmision de bacterias patogenas en plantas (Purcell
1982, Galetto et al. 2009). Por ejemplo, el mollicute Spiroplasma citri es
transmitido con muchas diferencias en la eficiencia, por diferentes poblaciones en
el salta hojas de la remolacha Circulifer tenellus (Baker) (De Almeida et al. 1997).
Es posible que las diferencias genéticas de las poblaciones de Bactericera

cockerelli a la de otros paises produzcan fenotipos que estén reduciendo la



capacidad de transmision. Por otra parte, las condiciones fisiolégicas de las
plantas le pueden conferir resistencia a CLso inoculada por psilidos. Estos
analisis proveen un recurso fundamental para investigaciones futuras de las
funciones de transmisién transovarica y eficiencia de transmisiéon de CLso en
Bactericera cockerelli y lo relevante es que este conocimiento, seguramente
permitira entender mejor los niveles de riesgo a los que estaran expuestas los
cultivos como tomate y papa, pero ahora con el conocimiento de los actores
involucrados en el control de esta enfermedad y con base en ello se espera un

mejor control de ésta.



IX. CONCLUSIONES
El metodo para establecer la colonia de Bactericera cockerelli Sulc. fué el
adecuado al registrarse con éxito el ciclo completo del insecto.
Los estudios moleculares confirman que Bactericera cockerelli Sulc.
transmite en forma transovarica a la progenie la alfaproteobacteria
secundaria, gram negativa Candidatus Liberibacter solanacearum.
La transmisién de Candidatus Liberibacter solanacearum por Bactericera

cockerelli Sulc se presenté en un 2%.
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Otro trabajo realizado adicional a lo anterior, sobre los cuales se describen los avances
relacionados con efecto de transmisién de CLso en plantas de tomate sanas en

condiciones controladas por el vector Bactericera cockerelli Sulc.

“Eficiencia de transmisiéon de CLso con poblaciones de Bactericera

cockerelli Sulec.”

Con la finalidad de conocer el efecto biologico de transmision de CLso en
poblaciones diferentes de B. cockerelli sobre plantas sanas de tomate, se
realizaron bioensayos en cuarto de crecimiento con una temperatura de +25°C,
con un humedad relativa de 70:80 y un fotoperiodo de 12 hr. luz por 12 hr. sombra,
con insectos adultos provenientes de la fuente de inoculo y planta sana de la
variedad pony express que es susceptible a fitopatogenos, las cuales se
confinaron en jaulas entomologicas en grupo de 4 plantas con diferente cantidad
de insectos. Se establecieron 4 repeticiones de 4 plantas, en cada repeticion se
confinaron 1 insecto por planta, 5 insectos por planta, 10 insectos por planta y 15

insectos sobre planta respectivamente.

Estos insectos se mantuvieron en observacion por 4 dias de alimentacion sobre
plantas sanas de tomate, y al final de este periodo se retiraron los insectos. Las
plantas permanecieron en las jaulas entomologicas para observar su desarrollo y

sintomas de CLso.



Transmision de CLso por Bactericera cockerelli y acumulacion de CLso en

plantas de tomate

Despues de 23 dias despues de la inoculacion por insectos se observaron
sintomas de CLso en plantas con el tratamiento de 10 psilidos con los sintomas
del permanente del tomate, comparadas con plantas que fueron inoculadas con 1
insecto que no presento sintomas de CLso. Las plantas con 5, 10 y 15 no
crecieron normalmente. La altura de plantas es la variable de estudio en este
ensayo, por lo que se realizo un analisis de varianza para determinar si hay
significancia entre los tratamientos. De acuerdo con los datos anteriores se

analizan a traves del programa estadistico Minitab.



DATOS

Planta con 1 insecto 5 insectos 10 insectos 15 insectos
66 36 30 38
66 39 37 30
66 39 30 28
60 39 32 31

Altura de plantas de tomate

Grafica de probabilidad de RESPUESTA
Normal

0 10 20 30 4 50 6 70 80
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Los datos de altura de plantas presentan una distribucion normal

CLso coloniza los tejidos del floema de las plantas bloqueando los nutrimentos
esenciales para el desarrollo y crecimiento vegetal, el creciemiento de plantas fue
significativamente diferente (ANOVA: F= 93.47; grados de libertad= 3/12; y P=

0.0), lo cual, indica que la altura de plantas son diferentes estadisticamente.

De acuerdo con los resultados obtenidos del ANOVA, se realizo una correlacion

lineal para conocer la tendencia que existe entra el numero de insectos confinados



en plantas de tomate para cada repeticion y el crecimiento relativo o altura de las
plantas para cada repeticion. La altura de las plantas fue decreciendo de acuerdo
al numero de psilidos confinados en plantas observadas. Por lo tanto, la
proporcion de concentracion de CLso en plantas con mas de 1 insecto fue mayor,

(rz=95.9: y= 58.3 - 2.15 x ) existe una fuerte correlacion entre el numero de

psilidos en sobre la altura de plantas.

Grafica de dispersion de Altura de plantas vs. No. de insectos
70

60 .
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40

30
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Figura . Grafica de correlacion lineal negativa, del numero de
insectos y el su efecto en la altura de plantas.



RESULTADOS Y DISCUSION

Durante tres semanas se presentaron sintomas del permanente del tomate en plantas
donde se confinaron 10 psilidos,solo una planta manifestd los sintomas
caracteristicos hasta ese periodo. En plantas con un psilido no se observaron
diferencias en el crecimiento de la planta en comparacion con el testigo, las demas
plantas con 5, 10 y 15 psilidos presentaron un lento crecimiento y aparicion de
brotes filiformes y hojas invertidas hacia abajo después de ser aislados los psilidos
de la planta, se manifiesta la concentracion de CLso en poblaciones mayores de 1
psilido virulifero, indicando biologicamente que el nivel de concentracion en el
insecto vector es fundamental para la infeccion sistemica de CLso en plantas de
tomate. Con respecto a la alimentacién de los psilidos en plantas sanas con
diferente niumero de insectos se concluye que la concentraciéon requerida de CLso
para causar la enfermedad ,es mas alta que la inoculada por un solo psilido. Los
altos rangos transmision fueron observados cuando las plantas estuvieron
expuestas con mayor numero de psilidos positivos de CLso. La probabilidad
exitosa de inoculacion de patégenos se puede incrementar si se presenta un
numero critico de bacteria requerido para que se establezca wuna infeccion

(Almeida et al., 2005).



Figura. Plantas de tomate inoculadas con diferente numero de insectos.
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