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RESUMEN

La enfermedad conocida como permanente del
tomate en los Ultimos diez afios ha causado enormes
dafios en regiones donde se cultiva esta importante
hortaliza. La etiologia de la enfermedad se ha
relacionado con organismos tipo bacteria y su
transmision con el psilido Bactericera cockerelli
(Sulc) (Hemiptera: Psyllidae). Esta plaga representa
un alto riesgo para la agricultura debido a que es
polifaga, especialmente de la familia Solanaceae y al
menos otras 17 familias. B. cockerelli esta asociado
con Huanglongbing (HLB) y fitoplasmas, y es capaz
de transmitir estos patégenos en plantas de chile,
Capsicum annuum L.; tomate, Solanum lycopersicum
L.; y papa, Solanum tuberosum L.y en este insecto
pueden coexistir al menos tres grupos de fitoplasmas
(16Srl, 16Srll y 16SrXIl).

Con el objeto de conocer la similitud genética de esta
plaga en cinco estados de México, en el presente
trabajo se analizd la region ITS4 28S rDNA a
individuos adultos de B. cockerelli de Coatepec
Harinas, Estado de México; Yurécuaro, Michoacan;
Morelos; Villa de Arista, San Luis Potosi y Fresnillo,
Zacatecas. Se les obtuvo el DNA de forma directa y
se amplificd usando los iniciadores ITS4 e ITSS5, el
producto amplificado se secuencié en el Laboratorio
de Fisiologia Celular de la UNAM, y los resultados se
compararon con otras secuencias de nucleétidos
disponibles en Base de Datos del Banco de Genes
(GenBank) del Centro Nacional para la Informacion
en Biotecnologia (NCBI), de Estados Unidos. La
alineacion indicd 100% de similitud con B. cockerelli.
El producto amplificado fue sometido a un gel de
poliacrilamida. Los resultados indican diferencias en
los productos amplificados, lo que sugiere que B.
cockerelli cuenta con variantes o biotipos, como lo
mencionan Servin ef al. en 2008. A ello podemos
atribuir el diferente grado de dafio que causa, la
preferencia por el ataque a cultivos de papa, chile o
tomate y su afinidad para transmitir virus, bacterias o
fitoplasmas.

Palabras clave: Bactericera
secuenciacion, diagnostico, PCR.

cockerelli,

ABSTRACT

The disease known as psyllid yellows in tomato has
caused enormous damage over the last ten years in
regions where this important vegetable is grown. The
etiology of the disease has been linked to bacteria-
like organisms and its transmission to the psyllid
Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Psyllidae).
This pest poses a high risk for agriculture because it
is polyphagous, especially at the Solanaceae family
and at least 17 other families. B. cockerelli is
associated to  Huanglongbing  (HLB) and
phytoplasms, and is able to transmit these pathogens
into plants of pepper, Capsicum annuum L., tomato,
Solanum lycopersicum L., and potato, Solanum
tuberosum L. and at least three groups of
phytoplasms (16Srl, 16Srll and 16SrXIIl) can coexist
into that insect.

In order to determine the genetic similarity of this pest
in five states of Mexico, in this paper the ITS4 28S
rDNA region was analyzed into adult’'s individuals of
B. cockerelli from Coatepec, State of Mexico;
Yurécuaro, Michoacan; Morelos; Villa de Arista, San
Luis Potosi and Fresnillo, Zacatecas. DNA was
obtained directly and amplified using primers ITS4
and ITS5, the amplified product was sequenced at
the Laboratory of Cellular Physiology, UNAM, and the
results were compared with other nucleotide
sequences available at the Data Base of the Gene
Bank (GenBank), National Center for Biotechnology
Information (NCBI), United States. The alignment
showed 100% similarity to B. cockerelli. The
amplified product was submitted to electrophoresis
infto a polyacrylamide gel. Results indicate
differences in the amplified products, suggesting that
B. cockerelli has variants or biotypes, as mentioned
by Servin et al. in 2008, which is likely underlying the
different degree of harm caused, the preference for
the attack over potato, pepper or tomato and its
affinity for transmitting viruses, bacteria or
phytoplasms.

Key words: Bactericera cockerelli, secuecing,
diagnostic, PCR.
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| INTRODUCCION

Las especies horticolas cultivadas de mayor importancia, se agrupan taxondmicamente en dos
familias botanicas; Solanaceas y Cucurbitaceas, las cuales proporcionan una gama de frutos
comestibles que se consumen en fresco, en seco, o bien, industrializados. Dentro de la familia
de las solanédceas se encuentran como principales cultivos el tomate y el chile (De La Cruz,

2001).

El tomate (Solanum Lycopersicum L.) es de las hortalizas que mayor importancia ha cobrado en
nuestro pais por las fuentes de trabajo y divisas econdémicas que genera su cultivo. En México se
cultiva en todo el pais en diversos sistemas de produccion. Es importante sefialar que el tomate
es la hortaliza méas cultivada y consumida a nivel mundial. Estas circunstancias se deben por un
lado a su alto contenido de vitaminas y minerales y al consumo en fresco del fruto y el de sus

productos derivados de su industrializacion.

La produccion de tomate se concentra principalmente en cinco estados de la republica,
destacando Sinaloa como principal estado productor (Mufioz et al., 1995). Sinaloa con el 41 %
de la produccién seguido de: Baja California 11 %, Michoacan 9 %, Jalisco 7 %, San Luis Potosi
7 %, Baja California Sur 7%, Zacatecas 6 %, Estado de México 4 %, Morelos 4 %, y Tamaulipas

4 %. (SIAP, 2009).

Desafortunadamente en estas regiones pueden presentarse diversos problemas que reducen la

produccion y los beneficios para el agricultor. Entre los principales factores que merman la



produccion se consideran a los factores ambientales, al manejo inadecuado del cultivo
(tecnologia deficiente), seleccion inadecuada de variedades para determinadas regiones, mal
uso de agroquimicos y la presencia de plagas, en las diversas etapas de desarrollo del cultivo

(Mendoza, 1999).

Entre los agentes causales de dafios en tomate se encuentra el Pulgdn saltador (Bactericera
cockerelli Sulc). Este insecto puede ocasionar 2 tipos de dafios: el directo y el indirecto. El
primero es cuando el insecto se alimenta de la planta y succiona la savia y ocasiona
principalmente, que la planta no se desarrolle y se torne de un color amarillo; el segundo es
como vector de enfermedades (fitoplasma), pero este Ultimo solo esta reportado para México, ya

que en el resto del mundo solo esta reportado el dafio directo (Garzén, 2002).

El psilido del tomate Bactericera (=Paratrioza) cockerelli se ha convertido en un problema
fitosanitario importante en los estados de Coahuila, San Luis Potosi, Guanajuato, Baja California,
Sinaloa, en las ultimas temporadas, originando un considerable aumento en los costos de
produccion, debido al alto nimero de aplicaciones (hasta 8) que se realizan para su control, y a
pesar de lo anterior, no logran reducir los dafios que este insecto provoca en los cultivos que
ataca, ya que existen reportes en diferentes regiones donde las pérdidas pueden ser totales

(Avilés et al., 2005).

Este psilido es un insecto clave del tomate y la papa en muchas areas de Norteamérica. En
México su importancia ha tomado gran fuerza debido a que afecta cultivos horticolas como el
tomate, papa, tomate de cascara y chile que constituyen la base de las hortalizas del pais

(Lépez, 2002).



Debido a que esta plaga llega a ocasionar pérdidas del 60 % en la produccién de tomate y por la
importancia que representa para los productores de tomate, papa y chile, principalmente, se

realizd el presente trabajo.



Il OBJETIVO

Determinar la similitud de Bactericera cockerelli Sulc. en cinco estados de México.



Il REVISION DE LITERATURA

3.1. El cultivo del tomate

3.1.1. Origen y Distribucion

jitomate

La palabra procede del nahuatl "xictli", ombligo y "tomatl", "tomate", que significa
"tomate de ombligo". El tomate ya se cultivaba 700 afios a.C. en México, y en el antiguo Per
antes de la formacion del Imperio inca (Smith, 1994).

Los autores difieren en cuanto al origen del tomate Solanum lycopersicum L. En la informacion
mas reciente se dice que el tomate se origind muy probablemente en las tierras altas de la costa
occidental de Sudamérica (Smith, 1994). Investigaciones posteriores han precisado que ésta y
otras hortalizas se cultivaron en forma continua por las culturas que florecieron en la Cordillera
de los Andes desde tiempos pre-incas. Estas investigaciones coinciden en asignar el origen del
tomate a esta zona, apoyados no sélo en la antigiiedad de las evidencias arqueologicas
registradas en los ceramios prehispanicos hallados en la zona norte del actual Perd, sino
también a la gran cantidad de variedades silvestres que se pueden hallar aun en campos y
zonas eriazas de esta parte de Sudamérica. El tomate viajé a Europa desde Tenochtitlan, capital
del imperio azteca, después de la conquista de los espafioles, donde se le conocia como
"xitomatl", "fruto con ombligo" (de donde proviene el nombre actual en muchos estados de
México, "jitomate"). Si bien ambos centros de origen del tomate cultivado, Pert y México, han
sido postulados y se ha proporcionado evidencia en uno u otro sentido, no existen pruebas

concluyentes que apoyen de manera incontrovertida uno de tales sitios como el lugar donde el

tomate ha sido domesticado a partir de su ancestro silvestre. Mas aun, puede ser que este



cultivo haya sido domesticado independientemente por las culturas precolombinas que habitaban

lo que actualmente es México y Peru (Peralta et al., 2007).

3.1.2. Posicion taxondmica.

De acuerdo a Zuloaga, 2009.

Reino: Plantae
Clase: Magnoliopsida
Clase: Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribu: Soloneae
Género: Solanum
Especie: S. lycopersicum L.

Nombre comtn: Tomate

3.1.3. Especies de tomate

Existen dos subgéneros con sus respectivas especies reconocidas por Bayley (1958):
e Eulycopersicon
»  pimpinellifolium (Jusl.) Mill.

» cheesmanii, Riley.



» paviflorum

» chmielewskii

»  hirsutum Humb. y Bompl.
o glabratum
o typicum

e Eriopersicon

» chilense Dun.

» peruvianum (L.) Mill.
o humifusum
o gladulasum

» pennelli

Rick (1960) propone una clasificacién infragenética basada principalmente en el cruce de las
relaciones. El reconoce nueve especies silvestres de tomate, clasificadas en dos complejos. El
complejo esculentum incluye siete especies, principalmente autocompatibles, y se cruzan
faciimente con el tomate cultivado. Dentro de este grupo de tres especies, L. esculentum, L.
pimpinellifolium y cheesmaniae L., en su mayoria glabras, frutas rojas, mientras que los otros
tienen frutos verdes pubescentes. El S. peruvianum y S. chilense, que rara vez se cruzan con L.

esculentum (Peralta et al., 2001).



Muller, 1940 Luckwill, 1943 Rick, 1979 Child, 1990

Subgenus Eulycopersicon  Subgenus Eulycopersicon  Esculentum complex Series Lycopersicon
L. esculentum (3y————— L. esculentum (8}————— L. esculentum (2)—————S. Iycopersicum
L. pimpinellifolium——— L. pimpinellifolium———— L. pimpinellifolium ———S. pimpinellifolium
L. cheesmaniae—————S. cheesmaniae
L. pennellii Series Neolycopersicon

~ L. hirsutum S. pennellii
L. c.‘fﬂnfeiewsMerics Eriopersicon
L. parviflorum \ S. habrochaites

Subgenus Eriopersicon Subgenus Eriopersicon Peruvianum complex\ S. chmielewskii
L. peruvianum (3) t L. peruvianum (5) X L. chilense S. chilense

L. pissisi— 7 L. peruvianum ————— 5. peruvianum
L. cheesmaniae (2y———— L. cheesmaniae (2)— S. neorickii
L. hirsutum (2) ———— L. hirsutum (2)
L. glandulosum —— L. glandulosum ——/

Figura 1. Comparacion de las clasificaciones de Solanum L. seccion Lycopersicon (Mill.) Wettst.
Inciso Lycopersicon. En las especies en negrita los frutos van de color amarillo, rojo a naranja y
los que no tienen negrita tienen frutos de color verde. Los numeros entre paréntesis representan
el numero de rangos infraespecificos (subespecies, variedades y formas). Las lineas conectan

taxones sindnimos.

3.1.4. Descripcion botanica

El tomate es una planta herbacea perenne, cultivada como anual, sensible al frio. Las
variedades precoces (las que florecen y fructifican mas rapido) suelen alcanzar una longitud de
1,2 m; las tardias, en cambio, casi siempre son mas grandes y llegan a los 2,5m de longitud. El
habito de crecimiento es muy diverso, cuando jovenes todas las plantas son erguidas y en
estado adulto son semierguidas o decumbentes; esto es, el tallo no es lo suficientemente rigido
como para soportar el peso de las hojas, ramas secundarias y frutos, por lo que necesita de otra
planta o alguna estructura para sostenerse. Por esta razdn, es comun ver las diversas

estructuras (tutores o espalderas) que coloca el agricultor en los cultivos de tomates, para que la



planta se pueda sostener. El tallo es anguloso, pubescente, con algunos pelos glandulares; al
principio su consistencia es herbacea y en estado adulto es lefioso. La ramificacion del tallo es
simpodial, es decir, las yemas axilares desarrollan ejes sucesivos, mientras que las yemas
terminales producen flores o abortan. Las ramitas que se originan en las yemas axilares dan
hojas en todos los nudos y terminan también en una inflorescencia. El sistema radicular es
pivotante, muy denso y ramificado en los treinta primeros c¢cm. Las hojas son alternas,
bipinatisectas y pecioladas, con una longitud de 10 a 25 cm. El borde de los segmentos foliares
es dentado. Las flores son hermafroditas, actinomorfas y péndulas, de 1 a 2 cm de largo y color

amarillo brillante (Fig. 2).

1 Figura 2. Flor del tomate

En las especies silvestres de tomate la flor es pentdmera, mientras que en los tomates cultivados
el numero de segmentos de cada ciclo es muy diverso, observandose muchas variaciones,
algunas de las cuales estan asociadas a un gen que produce faciacién. El caliz esta formado por
5 a 10 segmentos, lineales a lanceolados y persistentes. Su tamafio va aumentando a medida
que se va desarrollando el fruto. La corola es amarilla, rotada, con el tubo corto, dividida en 5 o

mas l6bulos, con numerosos pelos glandulares en la cara dorsal, cinco 0 mas estambres

Thttp://www.conabio.gob.mx/malezasdemexico/solanaceae/lycopersicon-esculentum/imagenes/flor.jpg
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adheridos al tubo de la corola, de filamentos cortos y anteras conniventes, dehiscentes por
hendiduras longitudinales. El pistilo es unico, formado por la unién de 5 o 6 carpelos. El ovario es
bilocular (si bien existen hasta 10 léculos en ciertas variedades cultivadas) con la placenta
central carnosa. Los pedicelos presentan un pequefio estrangulamiento en la parte media que
corresponde a la zona de abscision. Las flores se disponen en cimas axilares paucifloras, cada
una de las cuales lleva normalmente de 5 a 6 flores, pero a veces hasta 30.

Tomate de la variedad "corazdn de buey" visto desde arriba, desde abajo y en corte transversal.
Se pueden observar los 10 loculos, la placenta en cada uno de ellos y las semillas adheridas a
tales placentas.

El fruto es una baya. En las especies silvestres de tomate el fruto es bilocular, mientras que en
las variedades cultivadas es bilocular o 30-locular, siendo lo mas frecuente, de 5 a 9 léculos. En
la epidermis de los frutos se desarrollan pelos y gldndulas que desaparecen cuando aquéllos
llegan a la madurez. En el apice del fruto suelen observarse restos del estilo. La forma del fruto
es variable, generalmente depreso-globoso u oblongo. Presentan numerosas semillas,
pequefias, aplanadas, amarillento-grisaceas, velludas, embebidas en una masa gelatinosa
formada por el tejido parenquimatico que llena las cavidades del fruto maduro. El tomate, al igual
que sus congéneres silvestres, es una especie diploide con 24 cromosomas en sus células

somaticas.

3.2. Bactericera cockerelli Sulc.

3.2.1. Antecedentes

En México, se tienen antecedentes de este insecto desde 1947, en donde se reporta su

presencia en los estados de Durango, Tamaulipas y Michoacan; posteriormente se localizé en el
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Estado de México, Guanajuato y 12 estados mas. Se le ha llamado “pulgon saltador” por la
similitud que guardan con los afidos o pulgones, y que en un pasado reciente se han confundido
con ellos. No obstante, el dafio que causan en chiles, papas y tomates con la toxina que inyecta,
no han sido de importancia econémica, lo que si es de cuidado es la transmisién de un patogeno
llamado fitoplasma (Garzon et al., 1986; Delgadillo et al., 1999; citados por Bujanos, 2005).

En México, se ha encontrado en Coahuila, Chihuahua, Durango, Baja California (Norte), Estado
de México, Guanajuato, Aguascalientes, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Puebla, San Luis
Potosi, Sonora y Sinaloa sobre cultivos de papa, tomate y chile (Velasquez et al. 2005, Garcia
2007). Trabajos recientes manifiestan la existencia de biotipos de B. cockerelli, que los distingue

por su capacidad reproductiva y de propagacion al invadir en forma rapida cultivos de tomate en
California y Baja California, México; generandose abundantes poblaciones y como consecuencia
pérdidas mayores al 50%. Asimismo, dichas razas muestran niveles de resistencia mayores que
los encontrados en las poblaciones nativas de Texas (Liu y Trumble 2007). Entre los problemas
mas relevantes generados por B. cockerelli, esta su capacidad para inyectar una toxina que
provoca modificaciones en el color normal de las hojas, tornandolas amarillas 0 moradas, por
ello dicho padecimiento se conoce como “el amarillamiento del psilido®, lo que impide el
desarrollo normal de la planta y como consecuencia su muerte (Servin et al., 2008).

Esta enfermedad ha diezmado la produccién de tomates en México en un 45 %, y posiblemente
sea el responsable del mismo dafio en papas, chiles y tomates de cascara a nivel nacional,
causando actualmente pérdidas, quizas mas considerables que los geminivirus transmitidos por

la mosquita blanca en los cultivos de tomate y chile (Bujanos, 2005).
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3.2.2. Posicion taxonémica

De acuerdo a Dominguez, 2000.

Phyllum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Homéptera
Suborden: Sternorryncha
Superfamilia: Psylloidea
Familia: Psyllidae
Género: Bactericera
Especie: B. cockerelli Sulc.

Nombre comun: Psilido del tomate

3.2.3. Fitoplasmas Asociados a Punta Morada de la papa en México

PPT, Grupo 16Sr | (Amarillamiento del aster). PHS, Grupo 16Sr Il (Escoba de bruja del

cacahuate) (Leyva-Lopez et al., 2002).

3.2.4. Otros nombres cientificos

Paratrioza cockerelli Sulc.
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3.2.4. Nombres comunes

Psilido del tomate, Psilido de la papa y Psilido de la papa y tomate (Lopez, 2002).

3.2.5. Importancia econémica de Bactericera cockerelli

Sinaloa es considerado en México y Latinoamérica como la entidad eminentemente agricola
donde se concentra la mas alta produccién de hortalizas. La superficie sembrada en la
temporada 2002-2003 ha sido de 23,215 hectareas para tomate, 10,344 hectareas para chile
Bell, Pepino 4 673 hectéreas, berenjena con 1,188 hectareas. Ademas de otros cultivos como
ejote, chicharo, melén, cebolla, elote, entre otros, en sus diferentes tipos y variedades
(Valenzuela et al., 2003). En el Distrito de riego No. 75 Rio Fuerte, durante el ciclo Otofio-
Invierno 2004-2005, se sembraron 208,210 hectéreas bajo condiciones de riego, de las cuales
3,334 hectareas se destinaron al cultivo de chiles, 12,535 hectéreas se plantaron con tomate y
6,835 hectareas con tomatillo o tomate de cascara (CNA-SAGARPA, 2005, citado por
Kikushima, 2005). Los problemas fitosanitarios representan un factor limitativo para la
produccién de hortalizas en esta regién, destinandose afio con afio més del 30 % de los costos

de produccion para su manejo.

3.2.6. Origen y Distribucion

Este insecto fue descubierto por primera vez en Estados Unidos por Cockerell, en el Estado de
Colorado, y para su reconocimiento Sulc la bautizo cientificamente como Trioza cockerelli,
aunque mas tarde se le cambié de nombre a Paratrioza cockerelli (Sulc.) y Ultimamente como

Bactericera cockerelli Sulc. El origen de este insecto segun investigadores de USA., se adjudica
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al oeste de Norteamérica, aunque Cranshaw (2002), menciona que este insecto es nativo de
México y el sur de los Estados Unidos, es altamente migratorio, que pasa el invierno en México y
en el sureste de los Estados Unidos, las migraciones al norte se presentan en mayo y junio
provocadas por las altas temperaturas. Se cree que los movimientos migratorios de regreso
(Norte a Sur) son en septiembre y octubre (Cranshaw, 2002, citado por Kikushima, 2005).

Segun Pletsch (1947) y Tuthill (1943); citados por Avilés et al. (2002), en los estados Unidos
esta plaga se encuentra distribuida en quince estados que son: Arizona, California, Colorado,
ldaho, Kansas, Minnessota, Nebraska, Nevada, Nuevo México, Dakota del Norte y del Sur,
Oklahoma, Texas Utahy Wyoming. En Canada en tres estados: Alberta, Saskatchewan y
Columbia; En México se encuentra distribuida en 17 estados y son zonas donde se cultivan
papa, tomate y chile principalmente. Se tiene informacion que en los Estados de San Luis Potosi,
Baja California Norte, Guanajuato, Michoacén, Estado de México, Morelos y en Coahuila, esta
plaga ha presentado dafios de consideracidn en los cultivos de papa, tomate y chile (Jiménez et
al., 1992) mencionan que en Chapingo Estado de México, al pulgon saltador Paratrioza
cockerelli (Sulc) se le encuentra desde dos semanas después de haberse sembrado el tomatillo
Physalis ixocarpa Brot., es decir, de fines de abril hasta principios de junio. En el Estado de
Sinaloa (Avilés et al, 2002), refieren la presencia de los estados inmaduros de este insecto en
muestras colectadas para el monitoreo de mosquita blanca en el Valle de Culiacan durante el
ciclo otofio-invierno 2001-2002, sin embargo, no se tiene informacion acerca de la distribucion,

abundancia y dafios ocasionados por este insecto en los afios siguientes.
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3.2.7. Hospederos

El pulgén saltador tiene un amplio rango de hospederos cultivados y silvestres. Este insecto
ataca a las solanaceas, principalmente chile (Capsicum annuum ), Papa (Solanum tuberosum) y
jitomate (Solanum lycopersicum) son los preferidos por las hembras para ovipositar, se
considera que el ciclo biolégico de este insecto no varia en los cultivos de papa y tomate; sin
embargo, el estadio ninfal es mas prolongado en aquellas especies de plantas que no pertencen
a la misma familia, como es el caso de agunas malezas que son hospederas, aunque el pulgén
saltador se encuentre principalmente en las Solanaceas, también ataca Amaranthaceae,
Asclepiadaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Violaceae, Quenopodiaceae, Convolvulaceae,
Fabaceae, Lamiaceae, Lycophyllaceae, Malvaceae, Menthaceae, Ranunculaceae, Rosaceae,
Salicaceae, Scrophulariaceae y Zygophyllaceae (Garzoén, 2002a y 2003, citado por Franco,

2005).

3.2.8. Agente causal

El psilido de la papa (Paratrioza cockerelli Sulc.) es un insecto picador chupador que pertenece a
la familia Psyllidae (Hemiptera). El insecto causa dos tipos de dafios, el toxinifero o directo y el
indirecto como transmisor de un fitoplasma. En caso de papa; el dafio directo ocurre cuando el
insecto se alimenta de la papa y le inyecta una toxina que permanece en el tubérculo-semilla y la
planta se torna de un color amarillo (Figura 3). Las plantas dafiadas crecen en forma erecta,
principalmente las hojas mas jovenes. Los foliolos se enrollan hacia el haz y adquieren una
coloracion amarilla o purpura en los bordes de las hojas. El tallo presenta una consistencia mas
lefiosa con entrenudos cortos y en ocasiones con tubérculos aéreos. Los tubérculos dafados
pueden presentar en el interior una coloracion parda tan fuerte que puede llegar a inutilizarlos.
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La toxina provoca que los brotes de la papa sean delgados (Figura 4), como hilos, evitando su
desarrollo. Los sintomas de brotes de hilo se confunden con los sintomas que provoca el
fitoplasma que causa la Punta Morada de la Papa (PMP). Si las ninfas del psilido son

eliminadas, los sintomas de la enfermedad desaparecen (SAGARPA, 2007).

3Figura 4. Dafio en tubérculo.

2http://www.panhandle.unl.edu/potato/assets/images/Potato_Psyllid tubers CSU .jpg
3http://www.panhandle.unl.edu/potato/assets/images/Potato_Psyllid_tubers CSU_.jpg
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La Punta morada de la papa (PMP) (Fig. 5) fue detectada en México desde 1948, sin embargo
su importancia fue insignificante en aquellos tiempos. El problema se ha incrementado en los
ultimos 10 afios. En la actualidad afecta el 70% de las 65,000 Has, sembradas con papa en
México. Dependiendo del grado de infeccion, los dafios varian desde 20 a 100% en la pérdida
del rendimiento comercial de tubérculos. En el 2002 se encontr6 por primera vez el psilido de la
papa (Paratrioza cockerelli) en brotes esporadicos en lotes de produccion de semilla de papa en
Tapalpa. También se encontraron tubérculos-semilla con brotes de hilo de los cuales se aislo el

fitoplasma de la PMP (SAGARPA, 2007).

4Figura 5. Punta morada de la papa

3.2.9. Umbral econémico
No existen umbrales econdmicos o de accion para tomar decisiones de control del psilido del
tomate. La informacion existente sobre la interaccion vector-enfermedad-hospedante se

menciona a continuacion:

4 http://www.colpos.mx/entomologia/images/puntamorada2.jpg
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En California, en el cultivo de papa se reporta que densidades de 3 a 5 ninfas por planta son
capaces de producir sintomas iniciales del “amarillamiento por el psilido”, pero que se requieren
= 15 ninfas por planta para producir sintomas severos. Poblaciones relativamente bajas antes o
durante el inicio de la formacion de los tubérculos afectan la produccion significativamente, pero
una vez que los tubérculos se han formado las plantas toleran el dafio. En esta regién se han
reportado pérdidas de rendimiento del 20 al 50%. También se reporta que los tubérculos
producidos por plantas enfermas brotan prematuramente bajo almacenaje y no son adecuados
para su uso como semilla. Se indica que la alimentacién por los adultos tiene poco o ningun
efecto en cualquier época del desarrollo del cultivo (Nava, 1997).

En el Bajio se determinaron las relaciones entre la edad de la planta de tomate en unidades
calor y la incidencia de la enfermedad, asi como entre la etapa fenoldgica de infeccidn del
permanente (Fig. 6) y el rendimiento de plantas individuales de tomate (cultivar Hayslip). Con
base en esta informacion se determind que el periodo critico de infeccién se ubica entre la quinta
y sexta floracion, correspondientes entre las 630 y 710 unidades calor (temperatura base de 10
°C) acumuladas a partir del trasplante, respectivamente. También se determin6 que un control
eficiente del vector debe generar los siguientes niveles de incidencia de la enfermedad: 5, 10,
15, 20, 25 y 30% de plantas enfermas durante la primera, segunda, tercera, cuarta, quinta y

sexta floracion, respectivamente (Garzén et al., 1992).

18



SFigura 6. Permanente del tomate

En la Comarca Lagunera, durante 1997, se determinaron las densidades de adultos del psilido
del tomate en trampas amarillas pegajosas, la incidencia de plantas enfermas, la produccién y
calidad de los frutos en tres fechas de trasplante (11 de marzo, 10 de abril y 8 de mayo) de
tomate, variedad Rio Grande. Los promedios de capturas de adultos por trampa y los
porcentajes de plantas enfermas se redujeron, mientras que el rendimiento y la calidad de los
frutos tendieron a incrementarse a medida que se trasplanté el cultivo mas tarde. Durante el
2003 se muestrearon seis predios de tomate en la Comarca Lagunera para evaluar la densidad
de psilidos y su relacién con la incidencia de plantas enfermas. Densidades bajas del insecto

causaron porcentajes de plantas enfermas elevados (Garzén et al., 1992).

5 http://www.cesavem.org/divulgacion/paratrioza/FOLLETO%20PARATRIOZA.pdf
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3.2.10. Epidemiologia y ciclo biolégico

El ciclo de la paratrioza se cubre en 336 unidades calor (UC), a una temperatura minima umbral
de 7 °C, sin embargo, si se homologa la minima umbral (10 °C) con la de cultivos como tomate y

chile se debera considerar 280 UC. Su ciclo biologico dura de 15 a 30 dias aproximadamente.

Cuadro 1. Duracién del Ciclo bioldgico de Bactericera (Paratrioza) cockerelli

Estadio uc Duracién del ciclo (dias)
Huevo a N; 72 5.50

N1a N2 54 410

N2a N3 48 3.60

N3 a Ng 54 410

NsaNs 48 3.60
N5 a adulto 80 6.10

Total 356 27

Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de México (CESAVEM).

3.2.10.1. Huevecillos
Son de forma ovoide de color anaranjado-amarillento, corion brillante, suspendido por un corto
filamento o pedicelo, éstos se encuentran aislados uno de otro y en ocasiones pueden formar
grupos de 5 a 10 huevecillos separados (Figura 7), cada hembra durante su vida deposita
alrededor de 500 huevecillos, y son colocados en los margenes de las hojas, en el envés de las
hojas y en ocasiones en los tallos florales, requieren de 8-10 dias para incubarse (Becerra, 1989;

Cranshaw, 2002; citados por Kikushima, 2005).
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SFigura 7. Huevecillos

3.2.10.2. Estadios ninfales
Presentan cinco estadios ninfales, que son en forma oval, aplanados dorsoventralmente, con
ojos bien definidos. Las antenas presentan sencilias placoides (estructuras circulares con funcion
olfatoria), las cuales aumentan en nimero y son méas notorias conforme el insecto alcanza los
diferentes estadios. El perimetro del cuerpo presenta filamentos cerosos, los cuales forman un
halo a su alrededor (Figura 8). Al observarse en el microscopio se puede apreciar una
diferenciacion entre los estadios ninfales, éstos generalmente se localizan en el envés de las

hojas (Daniels, 1934; citado por Kikushima, 2005).

6 http://www.conpapa.org.mx/portal/pdf/sistema/cfito_cockerelli.pdf
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"Figura 8. Ninfa

Primer instar: Aplanado dorsoventralmente, de forma oval, cabeza y torax fusionados
(cefalotérax), antenas con segmentos basales cortos, gruesos y pico diferenciados, ultimo
segmento con una seta sensora larga, sencilias placoides poco diferenciadas; ojos poco
diferenciados, estilete, casi del largo del cuerpo. Patas bien desarrolladas con segmentacién
poco evidente, segmentos tarsales con una ufia poco desarrollada. Paquetes alares no visibles.
Abdomen bien definido con segmentacion poco evidente, circulo de poros anales externo poco
diferenciados. Margen del cuerpo cubierto por una hilera de setas truncadas (Marin et al., 1995;
citados por Kikushima, 2005).

Segundo instar: Las divisiones entre cabeza, térax y abdomen son evidentes. Dos sencilias
placoides y dos setas sensoras. El clipeo, labro y estilete se encuentran diferenciados; hay
presencia de ojos. Torax con paquetes alares desarrollados, patas diferenciadas. Abdomen, con

segmentacion poco marcada, con los espiraculos de los primeros segmentos diferenciados, hay

"http://www.conpapa.org.mx/portal/pdf/sistemalcfito_cockerelli.pdf
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presencia de circulos de poros anales externo e interno, asi como el orificio anal. El margen del
cuerpo es igual al estadio anterior (Marin et al., 1995; citados por Kikushima, 2005).

Tercer instar: Cabeza con antenas con tres sencilias placoides diferenciadas y setas sensoras.
Abdomen con los cuatro primeros pares de espiraculos diferenciados, asi como los circulos de
poros anales y el ano (Marin et al, 1995; citados por Kikushima, 2005).

Cuarto instar: Cabeza con antenas con una sencilia mas que en el estadio anterior, la antena
se estrecha visiblemente hacia su parte media, de ahi en adelante es mas angosta, con dos
setas sensoras en su parte terminal; en 0jos se hacen evidentes las omatidias. Térax con patas
segmentadas y un par de ufias visibles. Abdomen, la constriccion entre torax y abdomen es mas
notoria (Marin et al., 1995; citados por Kikushima, 2005).

Quinto instar: Cabeza con antenas engrosadas en su base, reduciéndose sucesivamente hacia
su parte terminal; en éstas se encuentran dos setas sensoras insertadas a diferentes niveles, la
apical mas gruesa y larga que la precedente; cuatro sencilias placoides diferenciadas. Térax;
paquetes alares anteriores presentan los angulos humerales proyectados hacia la parte anterior
del cuerpo, patas perfectamente desarrolladas con un solo tarso y un par de ufias (Marin et al.,

1995; citados por Kikushima, 2005).

3.2.10.3. Adulto
En 1914 Crawford realizé un estudio referente a la estructura externa de Paratrioza cockerelli,
donde indic6 que el adulto mide 1.4 mm de longitud, es de color café y presenta una banda de
color blanco en la cabeza y torax, las antenas miden de 0.52 a 0.70 mm de largo y presentan un
organo sensitivo en el cuarto segmento (Avilés et al., 2002). Son alados y de apariencia

totalmente diferente a las ninfas, tienen el aspecto de una cigarra pequefia, posee dos pares de
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alas transparentes y son aproximadamente 1.5 veces mas largos que el cuerpo y venacion
propia de la familia, la coloracion del cuerpo es ambar tendiendo a un café obscuro, la cabeza
con una mancha café que marca la division con el torax, ojos grandes de color café y antenas
filiformes segmentadas en dos tonos de color. El térax es blanco-amarillento con manchas cafés
bien definidas (Figura 9). El abdomen de la hembra presenta cinco segmentos visibles mas el
segmento genital que es de forma cdnica en vista lateral y en la parte terminal del abdomen. Los
machos presentan seis segmentos visibles mas el genital, este ultimo segmento se encuentra
plegado sobre la parte media dorsal del abdomen, al ver este insecto dorsalmente se distinguen
las valvas genitales con estructura en forma de pinzas que son propios de este sexo. Los adultos
no causan dafos a los cultivos hospedantes (Ferguson et al., 2001). Se cree que este insecto
puede tener hasta 10 generaciones por afio (Pletsch, 1947; Wallis, 1955; citados por Kikushima,
2005).

Una hembra madura puede poner mas de 500 huevos durante un promedio de puesta de huevos

plazo de 21 dias.

"
C5Mtewvide |

“WGentay Oni

8Figura 9. Adulto

8http://www.faunistik.net/DETINVERT/STERNORHYNCHA/PSYLLINA/IMAGES/paratrioza.cockerelli_ad01.gif
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Ninfas del altimo
estadio con paquetes
alares

Ninfa
(12-21 dias)

/7

-

Huevecillo
(3-9d.)

Permanente A'dultc’:
del tomate (varios dias)
La hembra

depositamas de
500 huevecillos

Figura 10. Elaboracién propia del ciclo biolégico de Bactericera cockerelli con informacion

basada en Marin et al., 1995; citados por Kikushima, 2005.

http://www.bayercropscience.com.mx/bayer/cropscience/bcsmexico.nsflid/ParatriozaPests BCS
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3.2.11. Manejo

Cuadro 2. Manejo Quimico

INGREDIENTE NOMBRE(S) GRUPO CAT. DOSIS/HA ESTADO
ACTIVO COMERCIAL QuiMmICcO TOX BIOLOGICO
(ES) CONTROLADO
Endosulfan Thiodan, Ciclodienos Il 1.5-2.01 Ninfa
Algodan
| Ometoato || Folimat || Fosforados | n ][ 600-900m || Adultoy ninfa
Metamidofos Tamaron, Maton, || Fosforados I 1.0-1.51 Adulto y ninfa
Tramofos
| Esfenvalerato || Halmark || Piretroides || 1l || 500 ml || Adulto y ninfa
| Fenpropratrin || Herald, Platino || Piretriodes || I || 400-500 ml || Adulto y ninfa
| Bifentrina || Talstar || Piretriodes | m || 400-600ml || Adultoy ninfa
Bifentrina + Talstar extra Piretroides + 1l 1.5-2.01 Adulto y ninfa
abamectina avermectinas
| Cyflutrin || Baytroid || Piretriodes | v | 500-750m || Adultoy ninfa
Imidacloprid + Leverage Cloronicotinoides 1l 250-300 ml Adulto y ninfa
cyflutrin + piretroides
| Acetamiprid || Rescate || Cloronicotinoides || v || 250-375¢ || Adulto y ninfa
| Thiacloprid || Calipso || Cloronicotinoides || Il || 200-250 ml || Adulto y ninfa
| Clothianidin | Cluth || Cloronicotinoides || IV || 1502009 || Adultoy ninfa
Clorpirifos etil Knocker, Fosforados 1l 1.0-151 Adulto, ninfas de
Lorsban, 3er. y 4to. Estadio
Magnum y huevecillo
Abamectina || Agrimec, Instar || Avermectinas H 1l || 0.3-1.21 || Adulto y ninfa
Amitraz Acaroff. Mitoff Triazapentadieno v 1.0-151 Huevecillo y ninfa
s
Pyriproxifen Knack Regulador de v 0.3-0.51 Huevecillo y ninfa
crecimiento
Flufenoxuron Cascade Regulador de v 051 Huevecillo y ninfa
crecimiento
Spiromesifen Oberon Regulador de v 051 Huevecillo y ninfa
crecimiento
Flonicamid Beleaf Pyridinecarboxa v 150 g Adulto y ninfa
mides
| Extracto de ajo || Bio Crack || Alomonas H v || 1.0-3.01 || Adulto y ninfa
Azadiractina Aza - Direct Alomonas v 1.0-3.01 Adulto y ninfa
(NEEM)

Comité Estatal de Sanidad Vegetal del Estado de México (CESAVEM).
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3.2.11.2. Manejo bioldgico
Se ha llevado a cabo un gran numero de investigaciones en los ultimos afios en torno al control
de ésta plaga, tanto en laboratorio como en invernadero y campo, para disefiar la estrategia de
manejo de este insecto vector. Donde se ha probado el control biolégico natural e inducido,
desde afios atras existen reportes sobre la presencia de enemigos naturales como Eulophidae,
Tetrastichus sp., que después fue descrito por B. D. Buurks como T. triozae (Pletsch, 1947,
citado por Garzén, 2002%). Otras especies son: Metaphycus psyllidus, Hipodamia convergens, H.
americana, H. lecontei, H. quinquesignata, H. tredecimpunctata, Chrysopa spp., Nabis ferus,
Geocoris decoratus, Anthocoris melanocerus, Deraeocoris brevis, Orius tristicolor. También
existen reportes del uso de hongos entomopatdgenos que influyen en la mortalidad y habitos

alimenticios de Paratrioza cockerelli (Garzén, 2002?).

3.2.11.3. Manejo cultural

Es importante evitar en lo posible sembrar cerca de los terrenos cultivados con papa en el ciclo
anterior, porque normalmente quedan muchos tubérculos pequefios o dafiados que dan origen a
plantas que sirven de hospederos a los primeros migrantes, ayudando asi al establecimiento y
desarrollo de la poblacion, en caso de no ser posible, tratar de eliminar dichas plantas antes de
que inicien las migraciones (Franco, 2005).

La preparacién oportuna y adecuada del terreno ayuda a mantener el campo a sembrar libre de
malezas que pudieran hospedar a la plaga. Por otra parte, la limpieza del campo y su periferia es
necesaria ya que la maleza entre las plantas de papa ademas de competir por luz y nutrientes

dificulta la penetracién de las aplicaciones. La maleza en la periferia y caminos del campo son
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hospederos de éste insecto, ya que frecuentemente no se realizan aplicaciones en dicha area

(Franco, 2005).

3.2.12. Muestreo

No existe un plan de muestreo bien elaborado para este insecto. No obstante, en el Bajio se
recomienda inspeccionar plantas de tomate para detectar huevecillos y marcar 10 de ellas, con
el proposito de predecir y determinar el momento oportuno de aplicacion de insecticidas contra
ninfas de 1er y 3er instares. También se indica la necesidad de continuar con muestreos
semanales enfocandose a la presencia de huevecillos y ninfas para evaluar la eficiencia de las
aplicaciones de insecticidas (Garzon et al., 1992). En California se recomienda el uso de redes
entomoldgicas para la deteccion y captura de adultos. Se sugiere efectuar al menos 100 golpes
de red por predio para evaluar las poblaciones de adultos. En California se recomienda la
utilizacién de trampas amarillas con glicol etileno para la captura de adultos. Las trampas
amarillas pegajosas recomendadas para el monitoreo de adultos de la MBHP pueden utilizarse
para el monitoreo de adultos del psilido del tomate. EI monitoreo de adultos con trampas
amarillas se ha utilizado rutinariamente para el psilido del tomate desde 1997, en la Comarca
Lagunera. Las trampas amarillas deben ser colocadas a la altura de la terminal de la planta y

orientadas de tal manera que reciban luz directa (Al-Jabr, 1999).

3.3. Técnicas moleculares

3.3.1. Acido desoxirribunucleico (ADN).

La purificacién del ADN implica el rompimiento de la estructura que lo contiene, la separacion de

las proteinas, las membranas y las sales (Balbas, 2002).
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3.3.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

El método se basa, en su forma mas simple en la realizacién de tres reacciones sucesivas
llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten ciclicamente entre veinte y
cuarenta veces (Satz y Kornblihtt, 1993), la mezcla es calentada de 92° a 94° C, hasta lograr la
separacién de las dos cadenas que constituyen al ADN, hecho que se conoce como
"desnaturalizacién". En el segundo paso, la temperatura se reduce para permitir el
"apareamiento” de cada una de las dos cadenas cortas de nucleétidos, con cada una de las
hebras separadas del ADN molde (Alberts et al., 2002).

3.3.3. Secuenciacion.

Se han descrito dos potentes métodos de secuenciacion del ADN, répidos y seguros: el método
quimico, y el método enzimatico (Alberts et al., 2002). Ambos descansan en el principio tedrico
de la generacion de fragmentos de diferentes tamafios segun la posicién de cada nucleétido en
la cadena del ADN, marcados con radiactividad o sustratos cromogénicos especificos (Balbas,
2002). El método enzimatico, basado en la sintesis in vitro de ADN en presencia de nucledsidos
trifosfatos terminadores de cadena, se ha convertido en el método mas comun para secuenciar

el ADN (Alberts et al., 2002).

3.3.4. Electroforesis

El término electroforesis se usa para describir la migracion de una particula cargada bajo la
influencia de un campo eléctrico. Muchas moléculas importantes biolégicamente (aminoacidos,
péptidos, proteinas, nucleétidos, acidos nucleicos) poseen grupos ionizables y existen en
solucion como especies cargadas, bien como cationes, 0 bien como aniones. Estas especies

cargadas se van a separar en funcién de su carga cuando se aplica un voltaje a través de los
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electrodos. Existen muchos tipos de electroforesis, que se engloban en dos categorias
fundamentales: Electroforesis de frente movil y Electroforesis de zona. Actualmente, solo se
utiliza la electroforesis de zona, en la cual la muestra se desplaza sobre un soporte solido, como
papel de filtro, celulosa o gel (agarosa, acrilamida...) y los componentes de la muestra migran en
forma de pequefias bandas, también llamadas zonas (Padilla et. al., 2005).

La electroforesis en gel es una técnica muy utilizada para separar moléculas o fragmentos de
moléculas de acidos nucleicos. Los materiales mas comunes para separar moléculas de acidos
nucleicos son polimeros como la poliacrilamida o la agarosa. Estos geles se colocan en la
cubeta de electroforesis, sumergidos en un tampén de pH alrededor de 8. De esta forma, las
moléculas de DNA o RNA sometidas a electroforesis se desplazaran al polo positivo ya que a pH
superiores a 5 poseen carga negativa. Los geles se comportan como un tamiz molecular y
permiten separar moléculas cargadas en funcién de su tamafio y forma. Asi, moléculas de DNA
de diferente tamafio, van a emigrar de forma distinta en un gel de electroforesis. La distancia
recorrida por cada fragmento de DNA va a ser inversamente proporcional al logaritmo de su
peso molecular. Es importante la utilizacion de marcadores de tamafio conocido porque nos
permitiran calcular los pesos moleculares de las muestras de DNA problema (Padilla et. al.,
2005).

En el caso de los geles de agarosa, se le afiade bromuro de etidio, sustancia que se intercala
entre las bases del DNA y es fluorescente cuando se ilumina con luz ultravioleta. Tras la
electroforesis, se visualiza el gel con una lampara de luz UV, y se veran las bandas
correspondientes a las muestras de DNA aplicado y los marcadores de peso molecular (Padilla

et. al., 2005).
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3.3.4.1. Electroforesis desnaturalizante
La electroforesis en geles de poliacrilamida es uno de los métodos mas utilizados para la
purificacion, andlisis y caracterizacién de proteinas. La técnica permite separar moléculas
cargadas y explota diferencias en movilidad cuando se les somete a la accién de un campo
eléctrico. La electroforesis se lleva a cabo sobre un soporte inerte, generalmente sobre geles de
poliacrilamida (PAGE). En la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), como su propio
nombre indica, se utilizan agentes desnaturalizantes de proteinas, como pueden ser:
detergentes (p.e. SDS), cadtropos (p.e. urea) y agentes reductores (2- mercaptoetanol, DTT).
Para la visualizacion de las proteinas se utilizan diferentes métodos de tincién, siendo el mas
habitual el azul de coomassie. En la SDS-PAGE, la separacién es funcién del tamafio (masa
molecular), lo que permite determinar el peso molecular de las proteinas. Para ello se compara
la movilidad electroforética (Rf) de la proteina de peso molecular desconocido con el de
proteinas de referencia de peso molecular conocido. En esta practica, en la que se pretende que
el alumno comprenda el fundamento tedrico de esta técnica y sus aplicaciones, se llevara a cabo

la separacion de proteinas de hojas de A. thaliana mediante SDS-PAGE (Maldonado, 2009).
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IV MATERIALES Y METODOS

4.1. Material biolégico

Se llevd a cabo la colecta de insectos de Bactericera cockerelli (Sulc) en cinco estados de la
Republica Mexicana: Coatepec Harinas, Estado de México; Yurécuaro, Michoacan; Morelos;

Villa de Arista, San Luis Potosi y Fresnillo, Zacatecas.

4.2. Extraccion de ADN

Se utilizaron insectos adultos de Bactericera cockerelli (Sulc) preservados en alcohol al 70 %,
provenientes de los cinco estados de México, antes mencionados.

Se coloco el insecto de B. cockerelli en una caja de Petri, se lavo 4 veces con agua destilada
estéril, se le agregaron 50 ul de agua desionizada y libre de nucleasas. Por ultimo, se macer6 el
insecto en un mortero previamente estéril y se extrajo el resultado de la maceracion para ser

depositado a un tubo de microcentrifuga.

4.3. Calidad del ADN

De la molienda del insecto, se verificd la calidad del ADN por medio de electroforesis, en un gel
de agarosa al 1%.

Se midieron 20 ml de solucion buffer TBE 1X (anexo 1), se le agregaron 0.3 g de agarosa y se
calentd la mezcla en un matraz hasta disolver la agarosa. Se dejo enfriar y se agregd Bromuro
de Etidio (95%). La mezcla se vertio en una camara de electroforesis. La camara se llend con
solucion buffer de corrida TBE 1X. EI ADN se colocé en los pozos, a razén de 8 ul de ADN y 2 pl

de buffer de carga Promega®. El gel se sometio a 20 volts durante 20 minutos y después a 80
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volts por 1 h. Pasado el tiempo se observo el gel en un fotodocumentador (Bio-Imaging Systems

Mini Bis Pro).

4.4. Amplificacion mediante PCR.

La amplificacion molecular se realizé empleando iniciadores especificos para analizar la seccion
ITS4 del gen 28S rRNA, con los iniciadores especificos ITS4 F (5'- GCG AGG ACT CAG TTT
CGT GT-3') e ITS5 R (5-AGA GCT CGA CTC GGA TTG TC -3'), sugeridos por Hansen et al.
(2008), los cuales generan un producto de amplificacién para Bactericera cockerelli.

La amplificacion se realiz6 en un volumen total de 25 L., conteniendo Buffer 1 X, Iniciador ITS4
0.2 mM, Iniciador ITS5 0.2 mM, MgClz 25 uM, Taq Polimerasa 1U, dNTP's 250 uM, agua libre
de nucleasas y 2 ng de ADN. Las condiciones de amplificacién se procesaron en un
Termociclador (Thermal Cycler 2720 Applied Biosytems) bajo el siguiente programa:
Desnaturalizacién inicial a 95°C durante 9 minutos. Seguido de 35 ciclos de 94°C durante 1
minuto, 50°C durante 30 segundos, 72°C durante 1 minuto, con una extensién final de 72°C

durante 7 minutos, el ADN se conservo a 4°C.

4.5. Purificacion del producto de PCR

La purificacién se efectu6 utilizando el producto comercial WIZARD SV GEL Y PCR CLEAN-UP
SYSTEM®.

Con ayuda de una lampara de luz ultravioleta y un bisturi, se cort6 el gel donde se encontraba el
fragmento de ADN amplificado y se colocd en un tubo Eppendorf. A dicho tubo se le agregaran
10 pL de solucién Binding por cada 10 mg de gel. Se agitd y se incubara a 50-65 °C hasta que el

gel se disolvi6. Se insertd una minicolumna en un tubo colector, se transfirié la mezcla del gel
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disuelto y se incubo a temperatura ambiente por 1 minuto. Se centrifugd a 16, 000 x g durante 1
minuto. El filtrado se descarto y se reinserto la minicolumna en el tubo colector. Se adicionaron
700 ulL de solucién de lavado (etanol adicionado). Se centrifugd a 16,000 x g por 1 minuto. Se
descarto el filtrado y se reinsertd la minicolumna en el tubo colector. Se repiti6 el paso anterior
pero ahora con 500 ul de solucion de lavado y se centrifugd a 16, 000 x g por 5 minutos. Se
vacio el tubo colector y la minicolumna se centrifugd por 1 minuto, se descartaron por
evaporaciéon todos los residuos de etanol. Se transfirid la minicolumna a un tubo de
microcentrifuga y se agregaron 50 ul de agua libre de nucleasas. Se incub6 a temperatura
ambiente por 1 minuto y se centrifug6 a 16, 000 x g por 1 minuto. La minicolumna se descarto, el
ADN se almaceno a -20 °C.

Posteriormente el ADN purificado se corrié en un gel de agarosa al 1.5%. Cada pozo se cargd
con 8 uL de ADN mas 2 ulL Buffer y se utilizé un marcador molecular de 100pb Promega®. Se

utilizé el método anterior para llevar a cabo la electroforesis.

4.6. Secuenciacion

Las muestras fueron secuenciadas en el Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autbnoma de México usando un secuenciador:

Genetic Analyzer 3100 (Applied Biosystem Corp).

4.7. Producto de PCR en gel de acrilamida al 8%.

El producto de PCR fue analizado en gel de acrilamida de la siguiente manera. Se midieron 11
ml de solucién buffer TBE 10 X (anexo 2), se le agregaron 22 ml de acrilamida, 77 ml de agua,

400 pl de APS y 80 ul de Temed. La mezcla se vertid en una camara de electroforesis vertical y
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se llend con solucion buffer de corrida TBE 1X. El producto de PCR se colocd en los pozos, a
razén de 2 ul de ADN y 2 ul de buffer de carga Promega®. El gel se sometié a 245 volts durante
2 horas. Al concluir el tiempo, el gel se sometio a la solucion fijadora durante 15 minutos, a la
solucidén de tinciéon durante 15 minutos y a la solucion de revelado durante 5-15 minutos,
aproximadamente (anexo 3). Pasado el tiempo se observé el gel en un fotodocumentador (Bio-

Imaging Systems Mini Bis Pro).

4.8. Producto de PCR en gel de acrilamida desnaturalizante al 8%.

El producto de PCR fue analizado en gel de acrilamida (8%), sometiendo el producto de PCR a
95°C durante 3 minutos. A 175 ml de agua desinizada se le agreg6: acrilamida (8%), Urea (8
M), solucion buffer TBE 10 X (anexo 2), y 182 ul de Temed. La mezcla se ajustd con agua
desinizada a un volumen de 250 ml y se filtr6 la solucién con un filtro de nitrocelulosa. Se vertio
en una camara de electroforesis vertical y se llené con solucién buffer de corrida TBE 1X. El
producto de PCR se colocé en los pozos, a razén de 2 ul de PCR. El gel se someti6 a 245 volts
durante 3 horas y media. Al concluir el tiempo, el gel se someti6 a la solucion fijadora durante 15
minutos, a la solucién de tincion durante 15 minutos y a la solucion de revelado durante 5-15
minutos, aproximadamente (anexo 3). Pasado el tiempo se observd el gel en un

fotodocumentador (Bio-Imaging Systems Mini Bis Pro).
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V RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Analisis de PCR

5.1.1. Visualizacién del producto de ADN

En la presente investigacion se implementd un método rapido de obtencion de DNA de B.
cockerelli. Dicho método rapido permitié obtener DNA, de buena calidad para realizar la prueba

de PCR. (Figura 11).

Figura 11. Obtencion de ADN de B. cockerelli mediante el método directo. Carril 1,2y 3.

Con el método de obtencion directo de ADN se logré identificar a B. cockerelli. Las ventajas que
tiene usar este método en comparacion con los métodos de extraccion de DNA convencionales,
usando protocolos establecidos se debe a que es rapido (menos de 24 horas) y econdmico,

debido al ahorro de reactivos. Ademas del tiempo que se emplea.

5.1.2. Visualizacion del producto de PCR

Los iniciadores que se usaron son especificos para Bactericera cockerelli Sulc. Dichos
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iniciadores permitieron la obtencidn de un producto de PCR bien definido, es decir, se observa
un fragmento sencillo de la regién ITS4 del rDNA. El tamafio de los fragmentos o bandas para
cada especie fueron facilmente identificables, ya que son aproximadamente de 441pb (Fig. 12).

Lo cual coincide con lo reportado por Hansen et al. (2008).

Figura 12. Producto de PCR en gel de agarosa al 1.5%. Carriles: 1. Marcador de peso
molecular 100pb; 2. Positivo de B. cockerelli del Estado de México; 3. Positivo de B. cockerelli de
Michoacan; 4. Positivo de B. cockerelli de Morelos; 5. Positivo de B. cockerellide S.L.P.; 6.

Positivo de B. cockerelli de Zacatecas.

5.1.3. Purificacion del producto de PCR

El resultado de la purificacion se observé en un gel de agarosa al 1.5 %, utilizando un marcador

molecular de 100pb. Usando un Fotodocumentador Bio-imaging Systems MiniBisPro (Fig. 13).
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Figura 13. Amplificacion del producto de PCR de B. cockerelli. Carriles: 1. Marcador molecular

de 100 pb; 2, 3. Producto de PCR de B. cockerelli, 4. Testigo negativo.

5.1.4. Secuenciacion de nucleétidos

La identidad del organismo se confirmd mediante la alineacién de la secuencia de nucleétidos.
La cual mostré un 100% de similaridad (Cuadro 3). Esto se llevd a cabo para corroborar que

efectivamente se trabajé con el organismo de interés correcto, basados en Hansen et al. (2008).
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Cuadro 3. Secuencia de nucledtidos del fragmento de PCR de B. cockerelli, amplificando la

seccion ITS4 del rDNA especifico.

GGGTCGGTCGTTTCCGTTGGTCACGCGACCAGCGTTGCGTCTTCGGGCGTGATGTTGAT
TCGTGTGCGCCACGGCGGCCGTCCGGGCTATGTTCATCCGGCCGGACCGATTTTCCTCG
CCGCAGTGGAACGTCGCGACTCGCTGGGAAGCGGTCTACGCGGTCCGGGTGGAGCTCG
GTTTTGACGGGTCCCCGGGAGGGGAGCGCCCTGACTAGCCGAACCCCGGGCCAGCTGG
CCGGAGTCCCGGCGGTAGTTGAACGCACGTGGTTTGGATACGCTCTCCTGTGTGGGGCG
TGCCGAGTCGGCGGATGGTATTTCTCGCGTCGGCTGGGTTTGACGGTCTCTCGATCGTCT

TCCCGGTCGGGTGACGGGGGCCGTTCGTCGGCGTCCGATGGCGCCGTATCCCGAACCA

GTCTGCGACGACAATCCGAGTCGAGCTCTA

— Bactericera cockerelli isolate D2-1 285 ribosomal RNA gene, partial sequence

L 1cl|27267

Figura 14. El arbol filogenético muestra la relacion entre las especies de B. cockerelli. El arbol

fue construido basado en los fragmentos amplificados del ITS4 del rRNA, usando el algoritmo NJ

(Neighbor-Joining).
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5.1.5. Visualizacion del producto amplificado en gel de acrilamida al 8%

Figura 15. Producto de PCR en gel de acrilamida al 8%. Carriles: 1. Marcador de peso molecular
100pb; 2. Positivo de B. cockerelli del Estado de México; 3. Positivo de B. cockerelli de
Michoacan; 4. Positivo de B. cockerelli de Morelos; 5. Positivo de B. cockerelli de S.L.P.; 5.

Positivo de B. cockerelli de S.L.P.; 6. Positivo de B. cockerelli de Zacatecas.

5.1.6. Visualizacion del producto amplificado en gel de acrilamida al 8%.
En la imagen se aprecian bandas en ciertas regiones por lo que se observa que existe diferencia
en las bandas, al menos, en los insectos provenientes del Estado de México, San Luis Potosi y

Zacatecas, con respecto a los otros organismos y entre ellos.
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Figura 16. Producto de PCR en gel de acrilamida al 8%. Carriles: 1. Marcador de peso molecular
100pb; 2. Positivo de B. cockerelli del Estado de México; 3. Positivo de B. cockerelli de
Michoacan; 4. Positivo de B. cockerelli de Morelos; 5. Positivo de B. cockerelli de S.L.P.; 6.

Positivo de B. cockerelli de Zacatecas.

5.1.7. Visualizacion del producto de PCR en gel de acrilamida desnaturalizante al
8%

En la imagen se perciben bandas que no estan bien definidas pero se pueden apreciar

diferencias en el nimero y posiciéon de bandas en los insectos provenientes del Estado de

México, Michoacan, Morelos y San Luis Potosi, con respecto a los provenientes de Zacatecas y

entre ellos mismos.
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Figura 17. Producto de PCR en gel de acrilamida desnaturalizante al 8%. Carriles: 1. Marcador
de peso molecular 100pb; 2. Positivo de B. cockerelli del Estado de México; 3. Positivo de B.
cockerelli de Michoacan; 4. Positivo de B. cockerelli de Morelos; 5. Positivo de B. cockerelli de

S.L.P.; 6. Positivo de B. cockerelli de Zacatecas.

VI CONCLUSIONES

La amplificacién molecular con los iniciadores especificos para Bactericera cockerelli Sulc. ITS4
e ITS5, permitid obtener los resultados esperados, ya que amplifico un fragmento de 441 pb

(Figura 13), lo cual coincide con lo reportado por Hansen et al. (2008).
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El diagnostico de Bactericera cockerelli (Sulc.) mediante PCR, amplificando la region 1TS4 del
rDNA, permitié observar que existen diferencias genéticas entre individuos de la misma especie,
pero de diferentes estados de México, mediante la aparicion de otras bandas en al menos tres
de los cinco estados.

La separacion de los productos amplificados de la técnica en geles de poliacrilamida dio mejores
resultados que en geles de agarosa, por lo que se recomienda realizarlos en este tipo de
trabajos.

En cinco estados de México, pueden existir biotipos de Bactericera cockerelli Sulc. A esto
podemos atribuir que el grado de agresividad o dafio se debe a la preferencia de ataque a los
cultivos de: chile, papa, tomate, y algunas solanéceas silvestres. Todos ellos pertenecientes a la
familia de las Solanéceas. Por lo tanto la alimentacion varia y mientras unos transmiten bacterias

otros transmiten alguno de los tres grupos de fitoplasma reportados en México.
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ANEXOS

ANEXO 1.

TBE (10X)

TRIS 1™

EDTA 20 mM

Ac. Bdrico 1M
ANEXO 2.

GEL DE POLIACRILAMIDA 8%

Acrilamida més bisacrilamida 29:1

Acrilamida 40 %.

TBE 10X

Agua destilada

APS 25 %

TEMED

Anexo 3.

Soluciones de revelado
1) Fijadora: Etanol al 10% + Acido Acético al 1%.
2) De tincion: Plata al 0.1%.

3) Reveladora: NaOH al 3% + Formaldehido (250:1)
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