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Introduccion

Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae), es una plaga de importancia
econdémica que afecta principalmente el cultivo de solanaceas, a través de su
alimentacion (Liu and Trumble, 2004), provocando dafios directos de tipo
toxinifero y dafios indirectos por la transmision de procariontes y fitoplasmas
(Garzon et al., 2005); ejemplo de ello es ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’,
una bacteria Gram-negativa parasita obligada del floema, casi exclusivamente
en solanaceas (Liefting et al., 2009). Las infecciones por ‘Ca. L. solanacearum’,
han provocado pérdidas millonarias en la industria de la papa (SINAVEF, 2012);
por el abandono de los campos de siembra, asi como por la merma en la
produccion y calidad del cultivo, que pueden alcanzar hasta el 100%. Ademas
de papa, este patdgeno infecta tomate, chile morrén, y otros cultivos de
solanaceas (Liefting et al., 2009). En tomate y chile, este patégeno reduce el
rendimiento de la produccién hasta en un 60% si se presenta solo, o hasta del
100% si se presenta en conjunto con virus o fitoplasmas (Hernandez, 2013).
‘Candidatus L. solanacearum’ ha sido reportada en diversas partes del mundo;
en México los principales cultivos afectados son papa, chile y tomate en los
estados de Sinaloa, Coahuila, Michoacan y en el Estado de México (Munyaneza
et al., 2007, 2009a, 2009b; Rubio et al., 2011; Hernandez, 2013; Rojas et al.,
2016).

La distribucion de B. cockerelli es muy amplia y diversos ejemplares han sido
colectados en varias zonas de importancia agricola en México, como Durango,
Tamaulipas, D.F y Michoacan (Pletsch, 1947), La regién del Bajio y Valle de
Arista en San Luis Potosi y la Comarca Lagunera, en Coahuila; también se tiene
registro de la presencia de esta plaga en el estado de Morelos, Arteaga,
Coahuila, y Delicias, Chihuahua, asi como Nayarit, Jalisco, Baja California,
Sinaloa (Nava et al., 2006) y Zacatecas (Velasquez y Reveles, 2015), sin existir
un registro acerca de sus caracteristicas morfoldgicas y genéticas

En México ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’ no ha sido reportada en

zonas fuera de aquellas donde se encuentra el vector, lo que indica que son



areas delimitadas por las condiciones de desarrollo del insecto (LANREF, 2013).
En México, se han realizado pocos estudios que relacionen la presencia de
‘Candidatus L. solanacearum’ y B. cockerelli. Por lo cual, el objetivo del presente
trabajo fue detectar la presencia de ‘Candidatus L. solanacearum’ en diversas
poblaciones de B. cockerelli provenientes de distintas zonas productoras de
solanaceas, en la republica mexicana, asi como la caracterizacién morfologica y

genética de B. cockerelli.



Revisién de literatura

Bactericera cockerelli

Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae), es una plaga de importancia
econdmica en el cultivo de solanaceas. Este insecto es capaz de alimentarse y
reproducirse en mas de 40 especies hospederas, incluyendo especies silvestres
y cultivadas de solanaceas como papa (Solanum tuberosum L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.), chile (Capsicum annuum L.), berenjena (Solanum melongena
L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), hierba mora (Solanum spp.), tomatillo (Physalis
spp.) y vid del matrimonio (Lycium spp.) (Essig 1917; Knowlton and Thomas 1934;
Pletsch 1947; Jensen 1954; Wallis 1955; Butler and Trumble 2012; Munyaneza et
al., 2013). También ha sido reportada en otras familias de plantas, incluyendo
Brassicaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Poaceae, Pinaceae, Salicaceae,
Polygonaceae, Chenopodiaceae, Malvaceae, Fabaceae, Amaranthaceae,
Menthaceae y Convolvulaceae, aunque no hay indicios de que estas sean
hospederos viables para B. cockerelli (Pletsch 1947; Wallis 1955; Cranshaw,
1993).

Clasificacion taxon6mica

Dominio: Eukaryota
Reino: Metazoa
Filum: Arthropoda
Subfilum: Uniramia
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Suborden: Sternorrhyncha
Superfamilia: Psylloidea
Familia: Triozidae
Geénero: Bactericera

Especie: Bactericera cockerelli.



Caracteristicas morfoldgicas

Los adultos de B. cockerelli son pequefos, variando de 1.3-1.9 mm (Liu and
Trumble, 2007), pero esta caracteristica puede variar dependiendo de la planta
huésped, el origen geografico de las poblaciones, sexo y si la medicion fue
realizada con individuos de campo o laboratorio (Butler and Trumble, 2012). Los
adultos de B. cockerelli poseen dos pares de alas claras; Las alas delanteras
llevan venas conspicuas y son considerablemente mas grandes que las alas
posteriores. Las antenas son moderadamente largas, extendiéndose casi la mitad
de la longitud del cuerpo. El color del cuerpo general varia de verde palido en la
emergencia a verde oscuro 0 marrén dentro de 2-3 dias, y eventualmente se
vuelve gris o negro. Las lineas blancas o amarillas prominentes se encuentran en
la cabeza y el térax, y las vendas blanquecinas dorsales se localizan en los
segmentos abdominales primero y terminal. Estas marcas blancas son
caracteristicas puntuales del psilido, particularmente la banda blanca ancha y
transversal en el primer segmento abdominal y la marca blanca en forma de "V"
invertida en el ultimo segmento abdominal (Pletsch, 1947; Wallis, 1955) y la linea
blanca levantada alrededor de la circunferencia de la cabeza. Los adultos son
activos en contraste con los estadios de ninfas en gran medida sedentarios. Estos
insectos son buenos voladores y saltan facilmente cuando son molestados.

Los diferentes instares ninfales de psilidos y triézidos se alimentan directamente
de la savia elaborada de las plantas hospederas (Pletsch, 1947), por lo que se
relaciona la planta hospedera con efectos directos en las caracteristicas
morfométricas del insecto. Efecto documentado por Yang y Liu, (2009) y Liu et al.,
(2006) donde todos los estadios de desarrollo y ciclo de vida de B. cockerelli
presentan cambios dependiendo del hospedero, chile, papa, tomate y berenjena,
siendo este ultimo en hospedero que propicia las mejores condiciones para el
desarrollo del insecto.

Tuthill, 1945, menciona que la cabeza de B. cockerelli es de tamafio moderado,
mas estrecho que el térax, procesos genales muy pequeiios, antenas 1.5 veces

mas largas que el ancho de cabeza, térax fuertemente arqueado, alas delanteras



rectas, 2.5 veces mas largo que ancho; mientras que Lheman, (1930) indica que
la medida del adulto es hasta de 2.75mm desde la cabeza hasta la punta del ala
y la longitud del cuerpo varia de 1.333 a 1.666mm.

Los estudios de morfometria son una herramienta que ha demostrado ser muy
efectiva para descomponer la variacion resultante de la fisiologia de los individuos
(variacion del tamafio), propia de la poblacion y producto probablemente genético
(variacion de la forma) (Jaramillo et al., 2002); la variacion morfométrica se puede
utilizar para discriminar “poblaciones fenotipicas”, definidas como grupos con un

crecimiento, mortalidad y tasas de reproduccién similares (Cadrin, 2000).

Caracteristicas genéticas

Estudios sobre la variabilidad genética entre poblaciones de B. cockerelli han
revelado biotipos separados que coinciden con la separacién geografica de las
poblaciones analizadas (Liu et al., 2006, Jackson et al., 2009). Los biotipos de
insectos reconocen cierta variacion entre poblaciones de la misma especie que
pueden incluir variacion morfolégica y la capacidad de sobrevivir, reproducirse o
causar enfermedades en diferentes plantas (Shufran y Payton 2009). La
comparacion de los psilidos obtenidos de los Estados Unidos Occidental (Sur de
California) y Central (Colorado y Nebraska) en 2003 sugiere que estos psilidos
constituyen dos biotipos diferentes de la misma especie, los biotipos Occidental y
Central (Liu et al., 2006).

Con el proposito de entender la dindmica poblacional temporal y espacial de B.
cockerelli se han utilizado analisis genéticos de un solo individuo para identificar
diferentes poblaciones o haplotipos en base al analisis de polimorfismos de
nucledtido simple o SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Swisher et al., 2012),
definiendo un haplotipo como una Unica forma genética que difiere de cualquier
otra forma por variaciones en las posiciones individuales (al menos en un
nucleodtido) en una secuencia de ADN (Templeton, 2006), donde especificamente,
se han descrito cuatro haplotipos; Western, Central, Northwestern y Southwestern
en Norte y Centro América (Swisher et al., 2012, 2013, 2014).



Distribucidén geogréfica e importancia econémica

B. cockerelli es una plaga presente en varios paises, donde esta causando dafios
extensos en cultivos en Norte y Centroamérica y en Nueva Zelanda, cuando se
producen en altas densidades de poblacion (Butler and Trumble, 2012). Los dafios
causados en las plantas por la alimentacion se denominan amarillamientos de
psilidos (Sengoda et al., 2010). Las hojas de las plantas infestadas de psyllid
aparecen cloréticas o decoloradas, ahuecadas y con agallas, una infestacion
pesada puede conducir a la senescencia prematura y la muerte de la planta. B.
cockerelli es vector de los haplotipos A y B de Lso (Nelson et al., 2011), siendo
capaz de provocar pérdidas totales en los cultivos donde se presentan
(Munyaneza et al., 2012a, b).

Las infecciones por Lso, han provocado pérdidas millonarias en la industria de la
papa (SINAVEF, 2012); por el abandono de los campos de siembra, asi como por
la merma en la produccién y calidad del cultivo, que pueden alcanzar hasta el
100%. Ademas de papa, este patdégeno infecta tomate, chile pimiento, y otras
especies de cultivos de solanaceas (Liefting et al., 2009). En tomate y chile, reduce
el rendimiento de la produccion hasta en un 60% si se presenta sola, o hasta el
100% si se presenta en conjunto con virus o fitoplasmas (Hernandez, 2013).
Provoca un aumento en los gastos de manejo del cultivo y control del vector
(Gudmestad y Secor, 2007). Esta bacteria ha sido reportada en diversas partes
del mundo; en México los principales cultivos afectados son papa, chile y tomate
en los estados de Sinaloa, Coahuila, Michoacan y en el Estado de México
(Munyaneza et al., 2007, 2009a, 2009b; Hernandez, 2013; Rubio et al., 2011).

La distribucion de B. cockerelli es muy amplia y diversos ejemplares han sido
colectados en varias zonas de importancia agricola en México, como Durango,
Tamaulipas, D.F y Michoacan (Pletsch, 1947), La region del Bajio y Valle de Arista
en S.L.P. y la Comarca Lagunera; también se tiene registro de la presencia de
esta plaga en el estado de Morelos, Arteaga, Coahuila, y Delicias, Chihuahua, asi
como Nayarit, Jalisco, Baja California, Sinaloa (Nava et al., 2006) y Zacatecas

(Velazquez y Reveles, 2015)



Lso no ha sido reportada en zonas fuera de aquellas donde se encuentra el vector,
lo que indica que son areas delimitadas por las condiciones de desarrollo del
insecto (LANREF, 2013).

Candidatus Liberibacter solanacearum

Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso) es una bacteria Gram-negativa,
parasita obligada del floema en solanaceas y no cultivable in vitro (Jagoueix et
al., 1994; Bové, 2006). La morfologia de las especies de Lso se observa en forma
de varilla (similar a un bacilo) bajo microscopia electrénica (Tanaka et al., 2007)
y miden aproximadamente 0.2um de ancho y 4um de largo. Al igual que otras
bacterias del género liberibacter, se puede transmitir por injerto e insectos
vectores (Liefting et al., 2009a; Secor et al., 2009; Crosslin y Munyaneza, 2009).
En México es responsable de la enfermedad “Permanente del tomate”, “Punta
morada de la papa” (ZC) y algunos danos en chile, cuyos sintomas aéreos son

similares en las tres especies (Munyaneza et al., 2007a, 2009a, 2009b).

Ubicaciéon taxondmica de Candidatus liberibacter solanacearum

Dominio: Bacteria
Phyllum: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rhizobiales
Familia: Phyllobacteriaceae
Género: Candidatus Liberibacter
Especie: Candidatus Liberibacter solanacearum  (sin.

psyllaurous) (CAB International, 2012).

Las infecciones ocasionadas por Lso reducen la calidad del producto y su valor
comercial en el mercado. Lso ha causado pérdidas millonarias en la industria de

la papa (SINVEF, 2012); por el abandono de los campos de siembra asi como



por la merma en la produccion y calidad del cultivo, que pueden alcanzar hasta
el 100%. En tomate, reduce el rendimiento de la produccién en un 60% (Garzon,
1984) si se presenta sola, o hasta el 100% si se presenta en conjunto con
fitoplasmas o infecciones por virus (Hernandez, 2013). Ademas, aumentan los
gastos de manejo del cultivo y control del vector (Gudmestad y Secor, 2007).
En el estado de Guanajuato se reportd por primera vez en 1984 la existencia de
una enfermedad denominada “permanente del tomate” (PT), la cual causé 60%
de dafios en la produccion del cultivo (Garzén, 1984; Garzon, et al., 1986;
Munyaneza, 2009b). Posteriormente, Secor y Rivera (2004) demostraron que
una nueva especie de bacteria no cultivable denominada Candidatus
Liberibacter solanacearum, era la responsable de la enfermedad “Permanente
del tomate” (en conjunto con algunos fitoplasmas), este patdgeno también esta
asociado a la enfermedad denominada “Punta morada de la papa” o Zebra chip
(ZC), reportada por primera vez en 1994 en Saltillo, México, y el variegado del
chile (Munyaneza et al., 2007a, 2009a, 2009b; Hernandez, 2013).

Munyaneza et al, (2009a) reportaron por primera vez la presencia de sintomas
similares al “permanente del tomate”, enfermedad comunmente asociada a
fitoplasmas (Holguin et al., 2007), en plantas de tomate en Sinaloa, México,
cuyos sintomas mantenian una gran similitud con los causados por Lso (Liefting,
2009). Tras un analisis, no se detecto la presencia de algun fitoplasma, mientras
que la bacteria Lso estuvo presente en todas las muestras evaluadas. Los
sintomas de la enfermedad denominada “permanente del tomate” (PT) causada
por Lso inician con una clorosis de los brotes apicales, las hojas inferiores se
enrollan tomando la apariencia de “taco” y presentan una textura quebradiza. En
las flores se manifiesta necrosis y son abortadas. Las plantas son pequefias y
de un color verde mas intenso que las normales (Garzén, 1984 y 1986;
Munyaneza et al., 2009a).
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Abstract

M. Beltran, E. Cerna, J. C. Delgado, Y. M. Ochoa, J. Landeros, L. A. Aguirre, J. G.
Levy, J. C. Diaz. 2017. Deteccion de ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’ en
poblaciones de Bactericera cockerelli en México. Cien. Inv. Agr. Bactericera
cockerelli is a pest of major economic importance in solanaceae crops due to its major
role in the transmission of ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’. Few works have been
done in Mexico linking ‘Ca. L. Solanacearum’ and B. cockerelli presence. The purpose
of this study is detecting the presence of Lso in different populations of B. Cockerelli
from different solanaceae growing regions in Mexico. Finding Lso in several populations
of B. cockerelli from twelve different states, in different solanaceae crops and different

production systems. At least one insect population tested positive for Lso in the different
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states sampled. Those results indicate that both vector and pathogen have the capacity to
develop properly in different conditions as in a variety of solanaceae crops and production

systems.

Key words

B. cockerelli, populations, ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’, Mexico.

Introduction

Bactericera cockerelli (Sulc) (Hemiptera: Triozidae), is a pest of economic importance
mainly in solanaceae crops, causing direct harm while feeding (Liu and Trumble 2004)
and indirect through the transmission of prokaryotes and phytoplasmas (Garzon, et al.,
2005) like ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’ (Lso), a Gram-negative bacteria

obligate phloem parasite almost exclusively of solanaceous crops (Liefting et al., 2009).

Lso is present in several countries affecting Solanaceae in America and New Zealand
(Abad, 2009; Hansen et al., 2008; Liefting et al., 2008), celery and carrot in Europe and
Africa (Alfaro-Fernandez et al., 2012; Teresani et al., 2014; Tamborindeguy et al., 2017).
Lso in Mexico has been detected in potato, pepper and tomato crops in the states of
Sinaloa, Coahuila, Michoacan and in the State of Mexico (Munyaneza et al., 2007, 2009a,
2009b; Rubio et al., 2011; Hernandez, 2013). Psyllids and Lso, have caused economic
losses in the potato industry (SINAVEF, 2012); due to the decline in production and crop
quality, which can reach up to 100% of yield and the abandonment of fields. In tomato
and pepper plants, Lso reduce yield by up to 60% if presented alone, or up to 100% if

presented in association with viruses or phytoplasmas (Hernandez, 2013), in addition to
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causing an increase in expenses crop management and vector control (Gudmestad y

Secor, 2007).

Lso can be by B. cockerelli is vertical and horizontal mode (Torres et al., 2015), with an
incubation period of up to 24 h and an average transmission time of 15 min. Lso does not
require a wild host to multiply (Casteel et al., 2012). The physiological age of the vector
does not influence the ability to transmit the bacteria, but B. cockerelli nymphs require
less time (15 min) than the adults (30 min) to acquire Lso (Garzén et al., 2009). All stages
of B. cockerelli transmit Lso with an efficiency of 100%, except adults, which have a
transmission capacity of 78% (Casteel et al., 2012). Lso maintains a symbiotic
relationship with B. cockerelli, being an endosymbiont and helps to unfold carbohydrates
for its easy assimilation. Lso could affect most of the developmental processes of B.
cockerelli; regulation of genes involved in metabolism, reproduction, development,
activation of stress response and immune response were shown previously (Nachappa et

al., 2012).

B. cockerelli has widespread distribution and several specimens have been collected from
different important agricultural regions in Mexico, such as the states of Durango,
Tamaulipas, Mexico City, Michoacan (Pletsch 1947), and the regions of El Bajio and
Valle de Arista in San Luis Potosi (S.L.P.). The presence of this pest has also been
detected in Morelos, Coahuila, Chihuahua, Nayarit, Jalisco, Baja California, Sinaloa
(Nava et al., 2006) and Zacatecas states (Velasquez y Reveles 2015). Lso only has been
reported in areas where the vector is present; indicating that the bacterium presence is

limited to the regions where the insect thrives. In Mexico Lso has not been reported in
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areas outside those where the vector is found, indicating that they are areas delimited by

the conditions of development of the insect (LANREF 2013).

Few research works have been made in Mexico linking the presence of Lso and B.
cockerelli, damaging solanaceous crops. Therefore, the purpose of this research work was
to detect the presence of Lso in different populations of B. Cockerelli from different

solanaceous crops growing regions in Mexico.
Materials and methods

Several states of Mexico were visited from June to September, 2015, in order to obtain
the populations of B. cockerelli from solanaceae crops, under different production
systems (Table 1). The insects were caught using a manual vacuum cleaner and were
placed inside labeled flasks from every sampling zone. In those sites where the presence
of adult individuals was limited, leaves infested with B. cockerelli nymphs were collected
and introduced in wet chambers inside 250 mL plastic containers, in order to foster adult
emergence. The resulting populations were transported on ice to be processed at the
department of Agricultural Parasitology from “Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro”, located at Saltillo, Coahuila, Mexico. DNA was extracted using the method
described by Doyle and Doyle (1990). Three to twenty insects were macerated
individually from each population (depending on the number of insects caught) inside 1.5
mL tubes, with 200uL of lysis buffer (100mM Tris-HCI, 50mM EDTA, 50mM NaCl and
2% SDS), using an electrical homogenizer Omni TH®. 200ul of chloroform isoamyl
alcohol 24:1 was added, before centrifuging at 16 000rpm/15min. The upper phase of the
sample was recovered in a new tube and 100uL of isopropanol was added before

incubating the samples at -20°C/20min and centrifuging them at 16 000rpm/6min.
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Isopropanol was discarded and the resulting DNA was washed with ethanol at 70% and
re-suspended in 20uL of MiliQ water. DNA was observed at a 2% agarose gel, using 1uL
of Gel Red-loaded buffer (Gen Script) and 3uL of the sample, inside an electrophoresis

chamber, at 60V during 30 minutes.

Lso TX 16/23 F (5'-AATTTTAGCAAGTTCTAAGGG-3') and Lso TX 16/23 R (5'-
GGTACCTCCCATATCGC-3") primers were used to detect Lso by amplifying a region
of 383bp, between 16S and 23S ribosomal DNA (Ravindran et al., 2011). The secondary
test used primers Lso F (5 GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3’) and Ol2¢c (5’
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3’) (Li et al. 2009), amplifying region 1, 163bp of

16s gen, to confirm the results obtained from the main test.

PCR reaction for Lso TX 16/23 F/Lso TX 16/23 R was done using 4ul of Tag&Go'
Mastermix (MP Biomedicals); 0.5uL of each primer at 10uM and 1L of DNA, adjusting
the final volume of the reaction to 20uL. Within the reaction parameters, the initial
denaturation temperature of 98°C was programmed for 30s followed by 35 cycles of 98°C
for 10s; 56°C for 20s (temperature to anneal the primers) and 72°C for 30s, followed by
a final extension at 72° for 7 min, within Axygene’s MaxyGene thermo cycler. The
products obtained were checked on a 2% agarose gel using 1uL of Gel Red loading buffer
(Gen Script) and 5pL of the PCR products, running the samples at 60V for 80min. The
gels were observed with a MultiDoc-It transilluminator and UVP Digital Imaging System

program.

Samples that present problems for Lso detection, were subjected to a second assay with
a second primers set Lso F/O12c. PCR reaction mix contained 4pl of Tag&Go " master

mix, 0.5ul of each primer (10uM) and 1ul of sample DNA in a 20pl final reaction
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volumen. PCR conditions were 94°C for 2min, then 40 cycles of 94°C for 30s, 62°C for
30 s and 72°C for 30s, folowed by a final extesion at 72°C for 10min. Products obtained
was visualized in a 2% agarose gel, mixing 1ul of Gel Red loading buffer (Gen Script)

and 5ul of PCR products.

Results

Lso positive populations with Lso TX 16/23 F/Lso TX 16/23 R primers were 26 of 32
populations tested. Six samples tested negative were assayed with a second primers set
(Lso F/O12c), of which only four did not generate the amplicon expected, this samples
were obtained from Potrero de Vaquerias, Calvillo, Aguascalientes (5); San Juan
Tianguismanalco, Puebla (15); H. Marquez, Poanas, Durango (29) and El Refugio,

Durango, Durango (30). 16 and 28 populations originated the amplicon hoped.

To confirm results, all positive populations with Lso TX 16/23 F/Lso TX 16/23 R primers
set were assayed with LsoF/O12c, of which 22 populations results were the same, and
four did not react; samples from Jalisco, S.L.P., Zacatecas and Nayarit states, samples no.

11, 19, 21, 23 respectively (Table 1; Figure 1).

Most of the samples of B. cockerelli were collected on pepper crop, where 15
populationes were assayed, 12 tested positive to Lso (Figure 2); in tomatoe Lso was found
in 9 of 10 populations, wile in potato four of four were positive, aditionaly in three areas
where the samples were obtained from tomato and pepper adjacent crops, all to Lso
positives. In relation to production system, populations tested positive independently of
technification level employed in the crop production; Obtaining two negative populations

to Lso from open field and two from greenhouse, being from Potrero de Vaquerias,
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Calvillo, Aguascalientes and San Juan Tianguismanalco, Puebla; H. Marquez, Poanas,

Durango and El Refugio, Durango, Durango, respectively.

Discussion

In all sampled states, at least one Lso-positive population was obtained, which provides
a broad overview of the distribution and vector-pathogen relationship between B.

cockerelli and Lso.

Cadena (1993) reported the presence of potato purple tip in commercial plots of Leon
Guanajuato, Nuevo Leon, Coahuila, Valle de Toluca (Edo. De Mexico), Michoacan,
Tlaxcala, Hidalgo and Puebla; and coincided with the populations of B. cockerelli tested
positive to  ‘Ca. L. solanacearum’ in Leon Guanajuato, Nuevo Leon, Coahuila,
Michoacan, Hidalgo and Puebla in this study, which indicates that the disease has been
present in these areas for decades, with the possibility of having dispersed to other regions
and crops, which is supported by the rest of the positive populations collected in the states
of Zacatecas, Aguascalientes, Jalisco, Durango, Nayarit and San Luis Potosi; Where there
is no previous report of the bacterium or disease presence. In 2004 Secor et al.
documented potato purple tip in Saltillo, Coahuila potato growing region, and the
etiological agent was determined in 2007 by Munyaneza et al., who also associated this
disease with the presence of the vector, including Nuevo Leon state. Rubio et al. (2011)
also detected Lso in the potato growing region of Toluca, where they also documented
the presence of the vector. Alike Rojas et al., (2016) who detected Lso haplotypes A and

B from Toluca, Mexico in potato and in chili in Yurecuaro, Michoacan.

Lso has been reported in tomato in Michoacan (Hernandez, 2009) and Sinaloa

(Munyaneza et al., 2009a) states and in bell pepper in Sinaloa (Munyaneza et al., 2009b).
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The presence of Lso in the vector populations obtained, according to the host crop and
capture site, indicate that both vector and pathogen have the capacity to develop properly
in different climatic conditions. Note: that route was performed in habanero pepper in
Yucatan state, where the vector was not found and the obtained plant samples was

negative to Lso.

The level of technology in the production of crops, generally influences the incidence of
pests and diseases. According to the results of this study may both vector and the bacteria
are able to adapt to any production system that is accessible. Both vector and pathogen
are present in open field, shade marsh, macrotunnel and greenhouse production areas.
Population of B. cockerelli from Potrero de VVaquerias, Calvillo, Aguascalientes on pepper
crop and open field production system tested Lso negative, which was located adjacent
to an area of tomato, whose infestation level was found to be considerably higher than
pepper, decreasing the possibility that the captured insects carried the bacteria. While the
Lso negative population from El Refugio, Durango, on pepper an open field, insect
number were limited, decreasing the probability of taking those bacteria carriers.The
remaining Lso negative samples were from greenhouses in San Juan Tianguismanalco,
Puebla and H. Marquez, Poanas, Durango, pepper and tomato respectively; populations

that may have not been in contact with individuals or host carriers of the bacteria.

Conclusion

The presence of 'Candidatus Liberibacter solanacearum’ was detected in populations of
Bactericera cockerelli from twelve Mexican states. Whose presence, according to the
results obtained, is not affected by the host or the degree of technificationof the production

system. In addition to indicating that it is widely distributed in the main vegetable
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producing areas, and possibly throughout the national territory, as well as the vector

insect.

Resumen

M. Beltran, E. Cerna, J. C. Delgado, Y. M. Ochoa, J. Landeros, L. A. Aguirre, J. Levy,
J. C. Diaz. 2017. Ochoa. 2017. Deteccion de ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’
en poblaciones de Bactericera cockerelli en México. Cien. Inv. Agr. Bactericera
cockerelli es una plaga de importancia econémica principalmente en solanaceas, debido
a su protagonismo en la trasmicion de ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’. Pocos
trabajos se han realizado en México relacionando la presencia de Lso y B. cockerelli
afectando cultivos de solanaceas. El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia
de Lso en poblaciones de B. cockerelli provenientes de las principales zonas productoras
de solanaceas en la republica mexicana. Encontrando Lso en varias poblaciones de B.
cockerelli provenientes de doce estados productores de solanaceas, en diferentes cultivos
y sistemas de produccion. Al menos una poblacién dio positivo a Lso en todos los estados
muestreados. La presencia de Lso en las poblaciones obtenidas, de acuerdo al hospedero
y sitio de captura, indican que tanto vector como patégeno tienen la capacidad de
desarrollarse adecuadamente en diferentes condiciones climéticas asi como en cualquier

sistema de produccion al cual tengan acceso.
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Table 1. Collection sites of B. cockerelli, hosts, production systems and detection of Lso

with 16/23 F/Lso TX 16/23 R and Lso F/O12cTX.

Sample  Location State Host Production  ‘Ca. L.
system solanacearum’
1 Pinos Zacatecas Tomato  Greenhouse  Positive
2 El Taray Aguascalientes ~ Pepper  Open field Positive
3 Villa Hidalgo Jalisco Tomato  Open field Positive
4 Villa Hidalgo Jalisco Pepper  Open field Positive
5 Calvillo Aguascalientes  Pepper  Open field Negative
6 Calvillo Aguascalientes  Tomato  Open field Positive
7 Calvillo Aguascalientes ~ Pepper  Open field Positive
8 Ledn Guanajuato Pepper  Open field Positive
9 San Fco. del Rincon  Guanajuato Potato Open field Positive
10 Ledn Guanajuato Pepper,  Open field Positive
tomato
11 Ciudad Guzman Jalisco Tomato  Greenhouse  Positive®
12 San Agustin  Hidalgo Pepper  Open field Positive
Metzquititlan
13 San Cristobal Hidalgo Pepper  Open field Positive
14 Tlaola Puebla Pepper  Open field Positive
15 Tianguismanalco Puebla Pepper  Greenhouse  Negative
16 Tianguismanalco Puebla Pepper  Open field Positive?
17 Villa de Arista S.L.P Pepper  Open field Positive
18 Bocas SL.P Tomato  Open field Positive
19 Moctezuma S.LP Pepper  Macro-tunnel Positive®
20 Villa de Cos Zacatecas Pepper,  Open field Positive
tomato
21 Fresnillo Zacatecas Potato Open field Positive®
22 Calerade V. R. Zacatecas Tomato  Open field Positive
23 Sta. Maria del Oro Nayarit Pepper, Greenhouse  Positive
tomato
24 San Rafael Nuevo Ledn Potato Open field Positive
25 Navidad Nuevo Ledn Potato Open field Positive
26 San Rafael Nuevo Leon Tomato  Screen mesh  Positive
27 Poanas Durango Pepper  Open field Positive
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28 Poanas Durango Pepper  Open field Positive?
29 Poanas Durango Tomato  Greenhouse  Negative
30 Durango Durango Pepper  Open field Negative
31 Charapan Michoacan Tomato  Open field Positive
32 Saltillo Coahuila Tomato  Greenhouse  Positive

a: Tested positive only whit Lso TX 16/23 F /Lso TX 16/23 R primers

b: Tested positive only whit Lso F/O12c primers

Figure 1. PCR products from initiators Lso TX 16/23 F/Lso TX 16/23 R, showing the
results of populations: 11, 12, 14, 18, 22, 23 and 27 from Jalisco, Hidalgo, Puebla, S.L.P.,
Zacatecas, Nayarit and Durango respectively. Molecular weight 100bp.
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ABSTRACT. Bactericera cockerelli is an important pest in solanaceae crops and vector of
‘Candidatus Liberibacter solanacearum’. In order to learn about the haplotype based in genetic
variation using COI mitochondrial gene of B. cockerelli from two populations in Mexico, adult
insects of B. cockerelli were collected from commercial greenhouses in Villa Union, Durango and
Saltillo, Coahuila, Mexico, and a section of 500pb from COI gene was amplified and sequenced.
All the sequences obtained differed from the haplotypes described at base number 247 of the
amplification, where the change involves the replacement of one adenine (A) by a Guanine (G),

show the presence of a new haplotype that has been named Haplotype 1 Mexico (MXH1).
Key words. Haplotype, MXHL1, COI.

RESUMEN. Bactericera cockerelli es una plaga de importancia agricola en cultivos de
solandceas y principal vector de 'Candidatus Liberibacter solanacearum'. Con el fin de conocer la
variacion genética basada en haplotipos utilizando el gen mitocondrial COI de B. cockerelli de
dos poblaciones en México, se colectaron insectos adultos en invernaderos comerciales en Villa
Union, Durango y Saltillo, Coahuila, México. Una seccién de 500 pb correspondientes al gen COI
fue amplificada y secuenciada. Las secuencias obtenidas difieren de los haplotipos descritos en
trabajos previos en la base nimero 247 del amplificado, donde el cambio implica la sustitucién
de una adenina (A) por una Guanina (G), indicando la presencia de un nuevo haplotipo el cual ha

sido denominado Haplotipo 1 México (MXH1).

Bactericera cockerelli (Sulc, 1909) is a pest of economic importance in solanaceae crops, mainly
in potato (Solanum tuberosum L.) and tomato (Solanum lycopersicum L.) (Munyaneza, 2010),
due to the yellowing caused by feeding on those crops; but specially due to the transmission of
‘Candidatus Liberibacter solanacearum’ (Munyaneza et al. 2007, Liefting et al. 2009), a negative-
Gram bacterium limited to the phloem (Munyaneza et al. 2007; Secor et al. 2009) and a putative
agent causing zebra chip and tomato permanent yellowing diseases (Munyaneza et al. 2009, 2010;

Croslin et al. 2011).
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Genetic variability studies among B. cockerelli populations have revealed the presence of two
biotypes called Western (California South East) and Central (Colorado and Nebraska) in USA
(Liu et al. 2006); while in Mexico the genetic differences are described according to ISSR, in the
populations of Northeast (Sinaloa), Southwest (Michoacan) and Southeast (Oaxaca) (L6pez et al.
2013). In order to better understand the temporary and spatial population dynamic of B. cockerelli,
genetic studies of single individuals were used to identify different populations or haplotypes
(Swisher et al. 2012). The determination of B. cockerelli haplotypes according to simple
nucleotide polymorphism (SNP) of COI mitochondrial gen, has led to the determination of four
haplotypes: Western, Central, Northwestern and Southwestern in different geographical regions
(Swisher et al. 2012, 2013a, 2014). Central haplotype has been found initially at East Mexico,
through Texas, Kansas, Colorado, Nebraska, Wyoming, and North Dakota, until reaching Latin
America, including Mexico, El Salvador, Nicaragua and Honduras (Liu et al. 2006; Swisher et
al. 2012, 2013a,b). Western haplotype was found in California, New Mexico, Washington,
Oregon and ldaho (Swisher et al. 2012, 2013a). Northwestern haplotype was found in
Washington, Oregon and Idaho (Swisher et al. 2012, 2013a), and the Southwestern haplotype was
found in the states of New Mexico and Colorado (Swisher et al. 2014). Previous studies (Swisher
et al. 2013b) have identified the presence of Central haplotype in the states of Toluca, Queretaro
and Sinaloa, Mexico. The purpose of this research work is to learn about haplotype-based genetic

variation, by analyzing COI mitochondrial gene of B. cockerelli in two populations from Mexico.

Adult insects of B. cockerelli were collected from commercial greenhouses at Villa Union,
Durango and Saltillo, Coahuila, Mexico. DNA was extracted from five insects individually, using
the technique described by Doyle & Doyle (1990). Initiators COl1 F3 (‘5-
TACGCCATACTAGCAATCGG-3’) and CO1 R3 (‘5-GAGTAACGTCGTGGTATTCC-37)
were used to amplify a region of 500bp from mitochondrial gene Cytochrome C Oxidase subunit

| (GenBank EF372597) (Liu et al. 2006; Swisher et al. 2012). 4uL of Tag&Go"™ Mastermix (MP
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Biomedicals), 0.5uL of each initiator at 10uM and 1pL of DNA were used in the PCR reaction.
The reaction schedule was: an initial temperature of 98°C for 30s, followed by 35 cycles of 98°C
for 10s, 56°C for 20s (mean alignment temperature) and 72°C for 30s, followed by a final
extension at 72°C for 7min, in Axygene’s MaxyGene thermo cycler. The resulting products were
verified in 2% agarose gel mixed with a Gel Red-loaded buffer (Gen Script). The amplifications
were sequenced in both senses (Macrogene, USA) and the sequences obtained were analyzed in
BLAST (NCBI), by comparing them with the already reported B. cockerelli haplotypes. Both
populations were established in entomological cages and repeat the process with 20 individuals

from each population, obtaining the same result as in the initial identification.

All the sequences obtained differed from the described haplotypes in base number 247 of the
500bp amplification, from a portion of COI mitochondrial gene of B. cockerelli, whose change
involves the presence of a new haplotype, designated Haplotype 1 Mexico (MXH1) (GenBank
Accession number KX130767). This new haplotype differs in 2 SNPs (simple nucleotide
polymorphism with Western haplotype in positions 51 and 247; differs in SNP with Central
haplotype in position 247; and differs in 18 SNPs with Northwestern haplotype and 3 with
Southwestern haplotype (Fig. 1). Among the four existing haplotypes, only one SNP varies among
Western and Central haplotypes; while in 16 and 17 SNPs of Northwestern haplotype vary from
Central and Western haplotypes respectively (Swisher et al. 2012). Southwestern haplotype has
two SNPs that are absent from the rest of the haplotypes (Swisher et al. 2014). It should be
mentioned that this is the first research work that identifies a new variation genetic based on SNPs
of B. cockerelli in Mexico, because only the presence of the central haplotype had been reported

(Swisher et al. 2013b), such haplotype was also found in this research work (data not show).

MXH1 (1) TACGCCATACTAGCAATCGGAATTCTAGGATTCATTGTTTGAGCACATCA
Western 0 T
Central 0
Northwestern 0 T C vt et e e e e e e e e e
Southwestern 0 T
MXH1 (51) TATATTTACAGTAGGTATAGATGTTGATTCTCGTGCCTATTTCACTTCCG
Western 5 2 0 T

Central 5 2 0 T
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Fig.1. Comparison of DNA sequence from a 500pb portion of COI gene from Bactericera

cockerelli, identifying the new MXHL1 haplotype. Comparison against four previously

reported haplotypes: Central, Western, Northwestern and Southwestern shows that

haplotype MXH1 contains a new SNP (G) that is absent in the other four haplotypes.

This new haplotype (MXH]1) tested negative to Lso presence by PCR’s detection technique (data

not shown); and this trait is shared by Southwestern haplotype, which is not reported either as
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Lso’s carrier (Swisher et al. 2014). Both populations came from greenhouses, which might be
related to the absence of the bacterium and the fact that this haplotype has not been reported in

previous research works, especially in the research works done at Saltillo, Coahuila.

The results of this research work show a broader outlook of genetic variations among B. cockerelli
populations, as well as the feasibility of the population’s dynamic and the biology of available
haplotypes; as well as the haplotypes that are not yet discovered and can provide strategies for

their management and for controlling the diseases transmitted by them, in particular Lso.
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RESUMEN

Bactericera cockerelli conocido también como salerillo, pulgdn saltador o psilido
de la papa, es una plaga de importancia econémica que afecta principalmente
cultivos de solanaceas en México, Estados Unidos y Nueva Zelanda. Su
importancia radica en los dafios dafio directo de tipo toxinifero y dafio indirecto
por la transmision de procariontes como Candidatus Liberibacter solanacearum.
La distribucion de B. cockerelli en México es muy amplia y diversos ejemplares
han sido colectados en varias zonas de importancia agricola sin existir registrd
acerca de sus caracteristicas morfolégicas y genéticas, por lo cual el objetivo
del trabajo fue analizar individuos de B. cockerelli, de diferentes zonas agricolas,
para obtener su caracterizacion morfolégica y genética. Durante 2015 y 2016 se
realizaron colectas de adultos de B. cockerelli en diversos estados de la

Republica Mexicana; se analizaron un promedio de 36 adultos al azar de cada
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poblacion para determinar sus dimensiones externas. Se extrajo ADN de forma
individual de los insectos medidos, utilizando los iniciadores CO1F3/CO1R3.
Basado en las similitud de los parametros como: largo de ala, ancho de ala,
longitud de antenas, largo de abdomen, ancho de abdomen y longitud del cuerpo;
se lograron segregar en seis grupos las poblaciones de B. cokerelli, destacando
las poblaciones del estado de Aguascalientes. En relacion al amplicon del gen
COl se pudo determinar la presencia del haplotipo Central en dichas

poblaciones.

PALABRAS CLAVE

B. cockerelli, Haplotipos, Morfometria

INTRODUCCION

Bactericera cockerelli (Sulc, 1909) (Hemiptera: Triozidae), conocido también
como salerillo, pulgdn saltador o psilido de la papa, es una plaga de importancia
econdémica en México, Estados Unidos y Nueva Zelanda (Munyaneza, 2010). Su
importancia radica en los dafios generados, que son de dos tipos: dafio directo
de tipo toxinifero y dafio indirecto por la transmisién de procariontes (Ramirez et
al.,, 2012), como Candidatus Liberibacter solanacearum, patégeno de
importancia econdémica en cultivos de solanaceas en México, Honduras,
Guatemala, Belice, Estados Unidos, Nueva Zelanda, Europa, Noruega y Suecia
(Munyaneza, 2013; Gross et al., 2014), capaz de provocar pérdidas totales en
los cultivos donde se presenta (Munyaneza et al., 2012a, b).

Estudios sobre la variabilidad genética entre poblaciones de B. cockerelli han
revelado biotipos separados que coinciden con la separacién geogréfica de las
poblaciones analizadas (Liu et al., 2005, Jackson et al., 2009). Los biotipos de
insectos reconocen cierta variacion entre poblaciones de la misma especie que

pueden incluir variacion morfolégica y la capacidad de sobrevivir, reproducirse o
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causar enfermedades en diferentes plantas (Shufran y Payton 2009). La
comparacion de los psilidos obtenidos de los Estados Unidos Occidental (Sur de
California) y Central (Colorado y Nebraska) en 2003 sugirié que estos psilidos
constituyen dos biotipos diferentes de la misma especie, los biotipos Occidental
y Central (Liu et al. 2005).

Con el proposito de entender la dindmica poblacional temporal y espacial de B.
cockerelli se han utilizado andlisis genéticos de un solo individuo para identificar
diferentes poblaciones o haplotipos en base al analisis de polimorfismos de
nucleotido simple o SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Swisher et al. 2012),
definiendo un haplotipo como una Unica forma genética que difiere de cualquier
otra forma por variaciones en las posiciones individuales (al menos en un
nucledtido) en wuna secuencia de ADN (Templeton, 2006), donde
especificamente, se han descrito cuatro haplotipos; Western, Central,
Northwestern y Southwestern en Norte y Centro América (Swisher et al. 2012,
2013, 2014).

La distribucion de B. cockerelli en México es muy amplia y diversos ejemplares
han sido colectados en varias zonas de importancia agricola; como Durango,
Tamaulipas, D.F y Michoacan (Pletsch, 1947), La region del Bajio y Valle de
Arista en S.L.P. yla Comarca Lagunera; también se tiene registro de la presencia
de esta plaga en el estado de Morelos, Coahuila y Chihuahua, asi como Nayarit,
Jalisco, Baja California y Sinaloa (Nava et al., 2002), sin existir registr6 acerca
de sus caracteristicas morfolégicas y genéticas, por lo cual el objetivo del trabajo
fue analizar individuos de B. cockerelli, de diferentes zonas, para obtener su

caracterizacion morfolégica y genética.

MATERIALES Y METODOS

Durante 2015 y 2016 se realizaron colectas de adultos de B. cockerelli en
poblaciones de los estados de Aguascalientes, Jalisco, Durango, Guanajuato,
Hidalgo, Puebla, Michoacan, Zacatecas, Nuevo Ledn, Coahuila, Nayarit, San
Luis Potosi (S.L.P.) y Tamaulipas, México, obteniendo un total de 35 poblaciones
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de diferentes hospederos, pertenecientes a la familia de las solanaceas (Tabla
1). Los insectos se recolectaron en con ayuda de un aspirador manual y se
conservaron en etanol al 70%, para su traslado a la Universidad Autbnoma

Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila.

Tabla 1. Sitios de muestreo de poblaciones de B. cockerelli.

Poblacion  Localidad Estado Hospedero
1 Ojocaliente Zacatecas Tomate

2 % Kilo Aguascalientes Berenjena

3 La finca de Adobe, El Taray Aguascalientes Chile

4 Los Laureles, Villa Hidalgo Jalisco Tomate

5 El Reparito, Villa Hidalgo Jalisco Chile

6 Potrero de Vaquerias, Calvillo Aguascalientes Chile

7 Potrero de Vaquerias, Calvillo Aguascalientes Tomate

8 Potrero de Vaquerias, Calvillo Aguascalientes Chile

9 Rcho. Nuevo de la Luz, Ledn Guanajuato Chile

10 San Fco. del Rincon Guanajuato Papa

11 Rcho. Nuevo de la Luz, Ledn Guanajuato Chile y Tomate
12 Ciudad Guzmén Jalisco Tomate

13 San Agustin Metzquititlan Hidalgo Chile

14 San Cristobal Hidalgo Chile

15 La gallera, Tlaola Puebla Chile

16 San Juan Tianguismanalco Puebla Chile

17 San Juan Tianguismanalco Puebla Chile

18 La vibora, Villa de Arista S.L.P. Chile

19 Bocas S.L.P. Chile

20 Santa Fe, Moctezuma S.L.P. Chile y Tomate
21 Campechana, Villa de Cos Zacatecas Chile y Tomate
22 Las Catarinas, Fresnillo Zacatecas Papa

23 La Laborcilla, Calera de V. R. Zacatecas Tomate

24 Sta. Maria del Oro Nayarit Tomate

25 San Rafael Nuevo Leoén Papa

26 Navidad Nuevo Ledn Papa

27 San Rafael Nuevo Ledn Tomate

28 Labor de Abajo, Poanas Durango Chile

29 La Borrega, Poanas Durango Chile
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30 H. Marquez, Poanas Durango Tomate
31 El Refugio, Durango Durango Chile
32 Cocucho, Charapan Michoacan Tomate
33 Saltillo Coahuila Tomate
34 Hidalgo Tamaulipas Chile
35 Tecamachalco Puebla Tomate

Caracterizacion morfométrica

Se analizaron un promedio de 36 adultos (Hernandez, 2013) al azar de cada
poblacion para determinar sus dimensiones externas, tomando medidas del
largo de ala (LA), ancho de ala (AA), longitud de antenas (LAN), largo de
abdomen (LAB), ancho de abdomen (AAB) y longitud del cuerpo (LC). Con el
programa Dino-Capture 2.0 en un microscopio Motic®.

Los insectos conservados en etanol 70% se transfirieron a una mezcla de glicerol
al 90%, para posteriormente realizar montajes en un estereoscopio Motic®
exponiendo las partes del insecto y eliminando el exceso de glicerol, para la toma
de medidas. Los datos obtenidos se analizaron con el programa R Studio version
1.0.143.

Caracterizacion genética

Se extrajo ADN de forma individual de los insectos medidos, empleando la
técnica descrita por Doyle & Doyle, (1990) modificada. Utilizando los iniciadores
CO1 F3 (‘5-TACGCCATACTAGCAATCGG-3) y C€CO1 R3 ('5-
GAGTAACGTCGTGGTATTCC-3’), que amplifican una regién de 500pb del gen
mitocondrial Citocromo C Oxidasa subunidad | (GenBank EF372597) (Swisher
et al., 2012) mediante PCR de punto final; en la reaccién de PCR se emplearon
4uL de Taq&Go'™ Mastermix (MP Biomedicals), 0.5uL de cada iniciador a 10uM
y 1uL de ADN. El programa de reaccion fue una temperatura inicial de 98°C
durante 30s, seguida por 35 ciclos de 98°C por 10s, 56°C por 20 s, como
temperatura media de alineacién y 72°C por 30s, seguidos de una extension final
de 72°C durante 7min, en un termociclador MaxyGene de la marca Axygene. Los
productos obtenidos se verificaron en un gel de agarosa 2% empleando como

fluorégeno buffer de carga-Gel Red (Gen Script). Los amplificados generados se
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secuenciaron en ambos sentidos (Macrogene, USA); las secuencias obtenidas
se alinearon con el programa Bio Edit y se compararon en el programa BLAST
(NCBI) con los haplotipos de B. cockerelli disponibles.

Con las secuencias obtenidas se elabord un arbol filogenético en el programa
MEGA 7 con un BOOTSTRAP 1000, bajo el método de Neighbor-joining.
Incluyendo la secuencia reportada por Cerna et al. ( en prensa) del haplotipo
MXH1, GenBank numero de acceso KX130767.

RESULTADOS Y DISCUSION

Morfometria

Se analiz6 un total de 28 poblaciones de las cuales se obtuvieron dimensiones
corporales del largo de ala (LA), ancho de ala (AA), longitud de antenas (LAN),
largo de abdomen (LAB), ancho de abdomen (AAB) y longitud del cuerpo (LC)
en mm. Las poblaciones 1, 21, 24, 25, 29,31 y 33 no se incluyeron en el analisis

al no contar con adultos para la toma de datos.

Tabla 2. Morfometria (mmzstd) de caracteres de Bactericera cockerelli por

poblacion.
Variable?
Poblacién
LAB AAB LA AA LAN

2 2.028+0.163 a 1.024+0.108 a 0.672+0.082 ab 2.630+0.066 a 1.010+0.039 abc 0.873+0.093 bcd
3 1.969+0.097 abc  0.977+0.042 ab  0.682+0.060 ab 2.649+0.105 a 1.002+0.034 abcd  0.879+0.056 bcd
4 1.926+0.121 abc  0.911+0.108 b 0.586+0.089 bc 2.578+0.096 ab 1.011+0.046 abc 0.886+0.053 bc
5 1.754+0.108 cd 0.820+0.104 b 0.550+0.054 bc 2.583+0.103 ab 0.989+0.038 bcd 0.890+0.078 b

6 1.989+0.114 ab 0.949+0.088 ab  0.683%0.074 a 2.639+0.197 a 1.073+0.119 ab 0.881+0.102 bc
7 1.995+0.115 ab 0.962+0.090 ab  0.592+0.061 bc 2.579+0.111 ab 1.001+0.046 abcd 0.863+ 0.087 bcd
8 1.867+0.246 ¢ 0.909+0.092 b 0.683+0.334 a 2.487+0.296 abc  1.093+0.380 a 0.817+0.124 bcd
9 1.943+0.124 abc  0.932+0.090 b 0.613+0.066 abc 2.524+0.179 abc  1.004+0.121 abcd 0.843+0.064 bcd
10 1.833+0.135 ¢ 0.897+0.107 b 0.597+0.085 bc 2.376+0.136 abc  0.932+0.053 cd 0.797+0.090 bcd
11 1.796+0.101 cd 0.873+0.081 b 0.562+0.070 bc 2.341+0.153 ¢ 0.933+0.127 cd 0.795+0.054 bcd
12 1.737+0.125 cd 0.798+0.127 bc  0.542+0.101 bc 2.378+0.074 abc  0.898+0.039 cd 0.818+0.061 bcd
13 1.701+0.101 cd 0.813+0.072 b 0.574+0.063 bc 2.325+0.078 ¢ 0.907+0.038 cd 0.781+0.063 bcd
14 1.785+0.103 cd 0.867+0.099 b 0.539+0.067 bc 2.285+0.089 c 0.865+0.037 d 0.739+0.077 cd
15 1.485+0.061 d 0.566+0.013 ¢ 0.481+0.042 bc 2.332+0.097 c 0.905+0.040 cd 0.747+0.047 bed
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16 1.839+0.089¢c 0.899+0.079 b 0.570+0.071 bc 2.434+0.091 abc  0.934+0.036 cd
17 1.793+0.099 cd 0.855+0.097 b 0.552+0.059 bc 2.346+0.093 bc 0.899+0.044 cd
18 1.759+0.109 cd 0.848+0.100 b 0.577+0.084 bc 2.349+0.082 bc 0.897+0.036 cd
19 1.829+0.110c 0.882+0.076 b 0.562+0.086 bc 2.397+0.086 abc  0.916+0.043 cd
20 1.792+0.119 cd 0.822+0.081 b 0.540+0.089 bc 2.400+0.163 abc  0.961+0.123 cd
22 1.962+0.090 abc  0.916+0.082 b 0.611+0.091 abc  2.609+0.071 ab 1.019+0.038 abc
23 1.91940.114 abc  0.884+0.098 b 0.604+0.084 abc  2.559+0.108 abc  0.984+0.052 bcd
26 1.966+0.115 abc  0.939+0.089 ab  0.642+0.070 ab 2.596+0.137 ab 0.995+0.077 abcd
27 1.790+0.291 cd 0.793+0.220 bc  0.547+0.050 bc 2.610+0.060 ab 1.004+0.033 abcd
28 1.942+0.197 abc  0.950+0.205 ab  0.629+0.140 abc  2.362+0.151 abc  0.876+0.028 cd
30 1.799+0.221 cd 0.809+0.134 bc  0.549+0.138 bc 2.577+0.100 abc  1.009+0.058 abcd
32 1.870+0.178 bc 0.851+0.142 b 0.599+0.096 abc  2.569+0.092 abc  0.990+0.054 abcd
34 1.448+0.121d 0.579+0.083 ¢ 0.409+0.033 ¢ 2.289+0.083 ¢ 0.871+0.041d

35 1.840+0.163 ¢ 0.816+0.111 b 0.508+0.087 bc 2.467+0.111 abc  0.944+0.049 cd

0.925+0.627 b
0.806+0.062 bcd
0.803+0.056 bcd
0.726+0.076 d
0.704+0.098 d
0.725+0.091 d
1.771+0.074 a
1.796+0.106 a
0.752+0.079 becd
0.695+0.167 d
0.829+0.029 bcd
0.770+0.108 bcd
0.721+0.080 d
0.728+0.127d

8 Vvariable con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, P<0.05).

La poblacion que presento mayor LC corresponde a la poblacién 2 capturada en
Aguascalientes en cultivo de berenjena, presentando también mayor proporciéon
en el LAB y compartiendo similitud en la LA con la poblacion 3, también
proveniente del estado de Aguascalientes en el cultivo de chile. Los demas
caracteres no muestran diferencia estadistica con el resto de las poblaciones. La
poblacién con menores dimensiones corporales fue la 34, recolectada de chile
en Tamaulipas. (Tabla 2).

Estadisticamente, la mayoria de las poblaciones comparten caracteristicas
morfométricas similares, aunque en base a éstas, se pueden destacar seis
grupos principales (Figura 1): el primero integrado por las poblaciones 2, 3, 6, 7
y 8 de Aguascalientes, la 4 de Jalisco, la 9 de Guanajuato, la 22 de Zacatecas
y la 32 de Michoacan, como las que presentan mayor tamafio de los caracteres
evaluados, a excepcion de LAN. En este grupo se encuentran todos los
hospederos muestreados; en el segundo grupo las poblaciones 10 y 11 de
Guanajuato, 12 de Jalisco, 13 y 14 de hidalgo, 16, 17 y 35 de Puebla, 18, 19y
20 de S.L.P. que muestran menor tamafio que el grupo uno, pero manteniendo
relacion de proporciones entre las variables evaluadas. Dentro del grupo dos se
encuentran papa, chile y/o tomate, pero la mayoria de éstas en chile; el grupo
tres formado por la poblacion 5 de Jalisco en chile y las 27 y 30 de Nuevo Lebn

y Durango respectivamente, ambas en cultivo de tomate, que presentan menor
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tamafo respecto caracteres corporales, pero las extremidades (LA, AA'y LAN)
mas grandes; el grupo cuatro con las poblaciones 23 de Zacatecas en tomate y
26 de Nuevo Lebdn en papa, comparten proporciones con el grupo uno, pero
destaca LAN, cuya media es igual o mayor a LC de algunas poblaciones; el grupo
cinco donde solo se ubica la poblacion 28 del estado de Durango en chile, cuas
caracteristicas son inversamente proporcionales al grupo cuatro; por ultimo el
grupo seis con las poblaciones 15y 34 de Puebla y Tamaulipas, ambas de chile,
siendo los insectos mas pequefios en todos los caracteres evaluados en este
estudio.

La ubicacion geogréfica no se observa como una determinante en el tamafio
corporal de las poblaciones evaluadas, ya que dentro del mismo estado, se
encuentran poblaciones en dos o tres de los principales grupos mencionados.
Pero si el hospedero, donde las mayores proporciones corporales se ubican en
insectos alimentados en un cultivo de berenjena, mientras que en papa, chile y/o

tomate, no se encuentran diferencias.
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Figura 1. Biplot de caracteres morfométricos por poblacién de B.cockerelli.
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Entre poblaciones, las hembras presentaron mayor tamafio que los machos en
la mayoria de las poblaciones y caracteres medidos mediante un ANOVA (F27,
es8; P<0.05): LC (1.870, 1.824); LAB (0.898, 0.851); AAB (0.635, 0.532); LA
(2.509, 2.441); AA (0.986, 0.949) y LAN (0.888, 0.895) para hembras y machos
respectivamente. Estadisticamente la caracteristica que presenta mayor
diferencia se encuentra en AAB, donde las hembras presentan hasta un
milimetro de diferencia con los machos, lo cual se atribuye a la carga de
huevecillos, mientras que la longitud de antenas se encuentra estadisticamente
similar en ambos sexos.

La morfometria de ambos sexos por poblacion, indica que las hembras de mayor
tamafio en LC (cuadro A, figura 2) respecto al tamafio de los machos se
encuentran en Aguascalientes (poblacion 2) y las mas pequefias en Tamaulipas
(poblacién 34), mientras que los machos mas grandes son los de la poblacion 28
de Durango y los méas pequefios, al igual que las hembras, en la poblacién 34.
Siempre manteniendo la caracteristica de mayor tamafio que caracteriza a las
hembras sobre los machos, a excepcién de la poblacion 27, que decae
drasticamente, cuyo patrén se presenta también en LAB (cuadro B, figura 2).
Donde los machos de la poblacion 28 superan las hembras de cualquier

poblacion.
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Figura 2. Comparacion de caracteres por sexo entre poblaciones de B. cockerelli.
En AAB (cuadro C, figura 2) las hembras de la mayoria de las poblaciones se
encuentran por encima de la media de los machos, excepto en las poblaciones
27 y 28. Resaltando la poblacién 8 de Aguascalientes como las de mayor

tamano.

En la variable de LA hembras y machos mantienen un comportamiento similar
entre poblaciones, donde las hembras superan en tamafio a los machos; solo en
la poblacion 8, LA disminuye drasticamente, mientras que en AA (cuadro E,
figura 2) las hembras de esta misma poblacién presenta los valores maximos.

Los machos en la variable LAN (cuadro F, figura 2) presentaron los mayores
valores entre las poblaciones analizadas, superados uUnicamente por las
hembras de la poblacion 6, 27 y 28, siendo esta ultima, donde los machos

presentaron el valor minimo de LAN.
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EL analisis de poblaciones por sexo, indica que geograficamente, las hembras
del estado de Aguascalientes, Nuevo Ledn y Durango presentan las mayores
dimensiones corporales, mientras que los machos de mayores proporciones, se
ubican en las poblaciones Aguascalientes y Durango. En relacion al cultivo
hospedero, no se observa un patron especifico, por lo que los caracteres de B.
cockerelli, en base a la distincion por sexo, pueden estar mas influenciados por
el ambiente que por la alimentacion.

Los adultos de B. cockerelli son pequefos, variando de 1.3-1.9 mm (Liu and
Trumble, 2007), pero esta caracteristica puede variar dependiendo de la planta
huésped, el origen geografico de las poblaciones, sexo y si la mediciéon fue
realizada con individuos de campo o laboratorio (Butler and Trumble, 2012).
Vargas et al. (2013) demostraron que la morfometria de adultos y ninfas de B.
cockerelli se ve afectada por el cultivar del tomate de cria.

La fecundidad, taza de sobrevivencia y fecundidad de B. cockerelli, son mejores
en berenjena que en chile pimiento (Yang and Liu, 2009).

Los estudios de morfometria son una herramienta que ha demostrado ser muy
efectiva para descomponer la variacion resultante de la fisiologia de los
individuos (variacion del tamafio), propia de la poblacion y producto
probablemente genético (variacion de la forma) (Jaramillo et al., 2002); la
variacion morfométrica se puede utilizar para discriminar “poblaciones
fenotipicas”, definidas como grupos con un crecimiento, mortalidad y tasas de

reproduccion similares (Cadrin, 2000).

Variabilidad genética

Todos los productos de PCR generaron el amplicon esperado de 500bp (Figura
3), posterior a la secuenciacion en doble sentido, se obtuvo una secuencia de
bases idéntica entre las muestras analizadas. Tras la comparacion de
secuencias, se obtuvo un 100% de similaridad con el haplotipo descrito como
Central por Swisher et al. (2012); el cual difiere en solo un SNP con el haplotipo

Western en el residuo 51 donde presenta una citosina en sustitucion de una
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tiamina; 16 SNPs con el Northwestern (Swisher et al. 2012) y dos con el haplotipo
Southwestern (Swisher et al. 2014).

Figura 3. Resultados de PCR de insectos, mostrando los amplificados obtenidos
a un peso de 500pb (MP 100pb).

El haplotipo Central se localiza en los estados de Wyoming, Nebraska, Texas y
Washington en USA; El Salvador, Honduras y Nicaragua en Centro América; en
México, se ha ubicado en los estados de Toluca y Querétaro (Swisher et al.,
2013). En este estudio, se detecta la presencia del haplotipo Central en los
estados de Aguascalientes, Jalisco, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Puebla,
Michoacan, Zacatecas, Nuevo Leon, Coahuila, Nayarit, San Luis Potosi y
Tamaulipas, zonas cuyas condiciones climéticas son muy variadas, yendo desde
climas muy secos y semisecos, como Durango y Zacatecas, hasta calidos
semihumedos en Michoacan, Hidalgo y Puebla por mencionar algunos; cuyas
temperaturas promedio van desde los 3°C a mas de 30 °C (INEGI, 2017), que
han permitido la adaptacion del psilido.

Los estudios de diversidad genética proporcionan informacion para comprender
los patrones de variacién entre individuos y poblaciones mediante el uso de
marcadores genéticos, como los genes mitocondriales (Allendorf et al., 2013,
Ekblom y Wolf 2014), que permiten identificar las relaciones genéticas entre
especies, caracterizar la variacion genética y clasificar a los individuos en cepas,

clados subespecificos o haplotipos (Liu et al., 2005). Uno de estos marcadores
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mitocondriales es el gen COI, cuyo andlisis ha permitido distinguir poblaciones
de insectos que muestran diferencias biologicas y fenologicas de formas
morfologicamente idénticas (Gordh and Headrick, 2011). Liu et al., 2005, reporta
dos biotipos de B. cockerelli en el centro y occidente de estados unidos; los
cuales Chapman et al. (2012) separ6 en Central y Western, mediante analisis de
fusion de alta resolucion y secuenciacion de ADN del gen COIl. Los cuales
presentan una variacion de un nucleétido en la posicion 297 de un amplificado
de 421 pares de bases, donde el biotipo central presenta una guanina (G) y el
biotipo Western una adenina (A). Siendo el biotipo central el biotipo nativo vy el
Western el invasivo.

De acuerdo a los estudios realizados por Montiel et al., 2016, el biotipo central
(Texas y Nebraska) y el haplotipo Southwestern estan estrechamente
relacionados, mientras que el biotipo Western, diverge de estas poblaciones,
pero se relaciona con una aparente nueva poblacién del noroeste, la cual puede
haber surgido a partir de éste biotipo.

A partir del resultado del alineamiento de secuencias, se seleccionaron aquellas
con la mayor cobertura y porcentaje de similaridad, para la construccién del arbol
filogenético (figura 4), donde la historia evolutiva se dedujo utilizando el método
Neighbor-Joining, con una longitud de rama = 0.04. Inferido con un Boostrap a
partir de 1000 repeticiones. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el
método de maxima probabilidad compuesta. El andlisis involucr6é 10 secuencias
(nueve de la base de datos y la secuencia obtenida en este estudio) de
nucleotidos donde se eliminaron todas las posiciones que contenian vacios y
datos perdidos. Comparando un total de 500 posiciones en el conjunto de datos

final.
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KU501214.1 Bactericera cockerelli mitochondrion complete genome
“ JQ708095.1 Bactericera cockerelli isolate Hermiston 1 (Western haplotype)
——— KX130767.1 Bactericera cockerelli isolate MXH1 (MXHL haplotype) ]
Sample sequence Bactericera cockerelli Mexico cytochrome oxidase subunit | gene partial cds mitochondrial ]

JQ708094.1 Bactericera cockerelli isolate Nebraska 1 (Central haplotype)

FJ175374.1 Bactericera cockerelli cytochrome ¢ oxidase subunit IHike gene partial sequence mitochondrial

EF372597.1 Bactericera cockerelli cytochrome ¢ oxidase subunit Hike gene partial sequence mitochondrial
‘ K(C305359.1 Bactericera cockerelli isolate Farmington 1 (Southwestern haplotype) ]
’ JQ708093.1 Bactericera cockerelli isolate Prosser 1 (Northwestern haplotype) ]

——— KR534768.1 Bactericera cockerelli isolate Mattawa cytochrome oxidase subunit | (COI) gene partial cds mitochondrial ]

0.0050
Figura 4. Dendograma mostrando haplotipos de B. cockerelli y su cercania
evolutiva calculada con el método Neighbor-Joining, con una longitud de rama =

0.04. Inferido con un Boostrap a partir de 1000 repeticiones.

En el arbol se puede observar como la secuencia obtenida a partir de la
secuenciacion de los productos de PCR de cada una de las poblaciones
obtenidas de Aguascalientes, Jalisco, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Puebla,
Michoacan, Zacatecas, Nuevo Leon, Coahuila, Nayarit, San Luis Potosi y
Tamaulipas, se relaciona directamente con el haplotipo Central, ubicAndose en
un mismo clade, que incluye los haplotipos Western y MXH1. Relacionandose
en un menor grado con el haplotipo Southwestern y divergiendo en mayor
proporcion con el haplotipo Northwestern el cual se ubica en un clade
independiente.

Los resultados de este estudio, muestran un panorama mas amplio acerca de
las variaciones genéticas y morfométricas entre poblaciones de B. cockerelli, y
la viabilidad del estudio de la dindmica poblacional y biologia de los haplotipos
disponibles, asi como aquellos por definir, que puedan dar indicios de estrategias

para su manejo y de las enfermedades que transmite, especialmente Lso.
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(A. Gray) S.F. Blake sobre ninfas de Bactericera cockerelli
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Evaluation of the insecticidal activity of Heliopsis longipes
(A. Gray) S. F. Blake on nymphs of Bactericera cockerelli

(Sulc.) (Hemiptera: Triozidae)
\/\ Mariana Belfran Beache', Eresto Cerna Chdvez', Juan Carlos Delgado

Orliz', Yisa Maria Ochoa Fuentes'™

Beiirn Beache, M., Cema Chdvez E., Delgado Oriiz. J. C., Ochoa Fuentes, Y. M. Evaluacién de
la acfividad insecficida de Heliopsis longipes (A. Gray) S. F. Blake sobre ninfas de Bactericera
cockerelli (Svic.) (Hemipiera: Triozidae). Investigacion y Ciencia de la Universidad Auténoma
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Bactericera cockerelli (Sulc.) es una plaga de
importancia econdmica cuyo contfrol principal se
basa en la aplicacion de insecticidas de origen
quimico. Con &l objetivo de demostrar la accion
insecticida del extracto de Heliopsis longipes sobre
ninfas de B. cockerelli se elabord y concentro un
extracto etandlico a partir de raices de esta planta,
al cual se le cuantificé lo cantidad de afining
presente, con base en la cual se establecieron
las concentfraciones evaluadas y se obtuvo una
densidad letalmedia de234.09 p.p.m.y mortalidades
hastadel 100% en 24 h, lo cualdemuesira elpotencial
insecticida del extracto como medio de control de
las poblaciones de esfa plaga.

ABSTRAC

The potato psylid Bactericera cockerelii (Sulc.) is an
economically important pest, whose management
focuses on the application of chemical insecficides.
The objective of this study was fo demonsirate the
insecticidal activity of Heliopsis longipes exiract

Palabras clave: Heliopsis longipes, afinina, actividad
insecticida, Bactericera cackerelli.

Keywords: Heliopsis longipes, affinin, insecticidal acfivi-
ty, Bactericera cockerelli.
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on B. cockerelli nymphs. An ethanolic exiract was
prepared from roofs and the amount of affinin
present in the extract was determined by this several
concenirations were fested, obtaining a median
lethal concentration of 234.09 ppm and mortalities
of upto 100% in 24 h. This demonstrates the potential
of the extract controlling populations of this pest.

INTRODUCCION

B. cockerelli (Sulc.) (Hemiptera: Triozidae), conocido
tambien como salerillo, pulgén saltador o psiido
de la papa/tomate, es una plaga de importancia
econémica que afecta principalmente cultivos
de solanaceas en México, Estados Unidos y Nueva
lelanda (Munyaneza, 2010). El origen de los dafios
generados es de dos fipos: directo de tipo toxinifero
e indirecto por la fransmisicn de procariontes
(Ramirez Davila et al, 2012), como Candidatus
liberibacter solanacearum, bacteria Gram negativa
imitada al floema y patégeno de importancia
econdmica en cullives de solandceas en México,
Honduras, Guatemala, Belice, Estados Unidos de
América, Nueva Zelanda, Europa, Noruega y Suecia
(Munyaneza, 2013b; Gross et al., 2014), capaz de
provocar perdidas fotfales en los cultivos donde se
presenta (Munyaneza et al., 2012a, b).

Se han desarrollado varias estrategias para el
control de B. cockerell, pero hasta el momento la
mas efectiva para su manejo y el de los patogenos
que transmite es el conifrol quimico (Munyaneza,
2013a). H uso de pesticidas convencionales y biorra-
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cionales de origen vegetal y mineral ha demostrado
una importante capacidad para disuadir o repeler
la alimentacién y ovoposicion del psiido (Yang et
al., 2010) y podrian ser herramientas Utiles en progra-
mas de manejo infegrado de plagas para el control
de B. cockerelli (Munyaneza, 2013a).

H. longipes o chilcuague es una planta silvestre
gue produce en gran cantidad afinina (N-isobutil-2,
4, 8-dectrienoamida), un metabolito secundario del
grupo de las alcamidas, al cual se le atribuyen los
efectos bioldgicos que se le adjudican a la planta,
enfre los que destacan la accion anestésica y
el estimulo organoléptico, asi como la actividad
insecticida, bactericida y fungicida (Mclina Torres
et al.. 1996; Ramirez Chavez et al., 2000; Gonzdlez
Morales et al., 2011), ademas de funcionar como
un estimulador del crecimiento vy la regeneracion
de tfejidos vegetales (Ramirez Chavez et al., 2004;
Hernandez Cruz, 2009). La afinina es un compuesto
muy similar al piretro que se exirge de las flores
de crisantemo Chrysanthemum cinerariaefolium
(Casida, 1980) v muestra el mismo grado de
accién paralizante y de toxicidad confra insectos
como la mosca doméstica (Musca domestica), el
lepidéptero Diaphania hyalinta, el diptero Aedes
aeqgipty (vector del dengue) v el mosquito vector
del paludismo [Anopheles albimanus) (Hernandez
Morales et al., 2012).

El objetivo del presente frabajo fue evaluar la
accién insecticida del exiracto etandlico de raices
de H. longipes sobre ninfas de B. cockerelli para
determinar su potencial como insecticida natural en
el manejo de esta plaga.

ATERIALES Y METODOS|

El experimento se levd a cabo en el Departamento
de Parasitologia Agricola de la Universidad Autono-
ma Agraria Antonio Narro en Salfillo, Coahuila.

Extracto de H. longipes

Se obtuvo un macerado a partir de raices secas y
pulverizadas de H. lengipes, con etanol al 98% como
solvente en una proporcion de 1:10; 1.0 g de raiz
macerada por cada 10 mlL de solvente, reposado
durante 30 d g femperatura ambiente. El exfracto
crudo se filiré a través de un papel Whatman No.
1 v se concenird en Rotavapor IKA-RV 10 g 78 °C
duranfe 2 h a 150 r.p.m. La deferminacién de la
conceniracion de afinina se realizé en el Centro de
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Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV- IPN), unidad
Irapuato, mediante cromafografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC), en una columna C18,
utiizando como fase movil acetonitrlo y agua
en un gradiente de 40% a 70% con un tiempo de
corrida de 40 min a un flujo de TmL min™. 3e obtuvo
una concenfracion de 70.8 mg mlI' de afinina del
extracto concenfrado de H. Longipes. Las dosis
empleadas para la realizacién de los bioensayos se
basaron en la cantidad de afining presente en el
extracto.

Material biclégico

Se establecio una colonic de B. cockerelli, con
adultos recolectados en una zona papera en la
localidad de Jame, municipio de Arteaga, Coahuila;
la cual se mantuvo a 23 °C con un fotoperiodo de
14:10 h luz/obscuridad, utilizando como hospedero
plantas de papa. las cuales fueron cambiadas
con regularidad debido al dafio causado por la
alimentacion del insecto.

Bioensayo

El bioensayo se realizd con ninfas del cuarto instar
de B. cockerelli colocando 10 ninfas por unidad
experimental con cinco repeticiones. Bl método
empleado fue el nimero 002 del IRAC (2009)
para ninfas de psilidos. Como primer paso, se
establecié una ventana bioldgica mediante seis
concentraciones que fueron de 100, 500, 1000, 1500,
3000y 5000 p.p.m. de afining, mas un testigo absoluto
con agua y uno negativo con etanol. S& colocaron
las ninfas en la superficie de hojas de tomate fipo
saladette (variedad Rio Grande) y estas sumergidas
durante 5s en cada una de las concenfraciones
propuestas; se dejaron secar al aire y s& colocaron
dentro de una caja Petri con un frozo de papel de
estraza humedo para mantener la furgencia de la
hoja. Se almacenaron a 23 °C con un fotoperiodo
de 1410 h luz/obscuridad. Para deferminar la
mor-talidad, las ninfas fueron observadas cada
24 h durante 3 d con ayuda de un microscopio
estereoscopico, con la falta de respuesta ante un
estimulo fisico como criterio de muerte.

De acuerdo a los resultados de la ventana
biolégica, se desarrollé un segundo bioensayo de la
misma forma pero utiizando ocho dosis seriadas de
100, 300, 500, 1000, 1500, 2000, 2500 y 3000 p.p.m.
mas el testigo absoluto con agua y ofro negafivo
con etanol. Se registré la lectura de mortalidad cada
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24 h de iniciado el experimento. La concentracion
letal media (CL50) fue calculada con el paguete
estadistico SAS 2.0 con el programa Probif, con
cormreccion de mortalidad mediante la férmula de

Abbott (1925).
RESULTADOS

Para determinar la actividad insecficida se evalua-
ron cinco concentraciones de afinina d.el exiracto
etandlico [comrespondientes al segundo bioensayo],
en las que se observaron mortalidades del 100% alas
24 h en las concentraciones de 1000 y 3000 p.p.m.;
mientras que en los tratamientos de 100, 300 y 500
p.p.m. fueron mas bajas con 30%, 66% y 82% de mor-
talidad, respectivamente. Aquellos de 1500, 2000 y
2500 p.p.m. tuvieron por arriba de 95%.

A las 48 h, la tendencia fue similar, pero con
un aumento en la mortalidad en las dosis de 100,
300 y 500 p.p.m. a 36%, 76% y 98%. Para las 72 h
el tratamiento de 500 p.p.m. alcanzé 100% de
mortalidad, mientras que aquellos de 100 y 200
p.p.m. mostraron 62% y 80%, respectivamente.

La CL50 obtenida del bioensayo a las 24 h,
arrojé un valor de 234.07 p.p.m. de afinina presente
en el exfracto etandlico, con una ecuacion de
predicciéon de 0.1695x + 17.864 y un coeficiente de
correlacion (R2) de 0.979.

DISCUSION

La elevada concentraciéon de afinina (70.8 mg mL7)
obtenida en el extracto etandlico de raiz de H. longi-
pes coincide con lo reportado por Ramirez Chavez
et al. (2000), quienes indican que la afinina es el
compuesto mayoritario en la raiz de H. longipes y la
sefialan como responsable de las diversas propie-
dades terapeuticas en humanos y biocidas sobre
bacterias, hongos, insectos y moluscos; es posible la
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Figura 1. Comportamiento de la mortalidad de las ninfas
de B. cockereli de acuerdo al tiempo v a las diferentes
concentraciones de afinina aplicadas.

parficipacion de ofros compuestos bioactivos pre-
sentes en el exfracto.

El andlisis de los resultados del experimento
arrojd una concentracion letal media (CL50) de
234.09 p.p.m. Al respecto Hernandez Morales et
al. (2012) reportan una CL50 de 2.85 p.p.m. de
afinina como la cantidad necesaria para eliminar
50% de larvas de A. albimanus, lo cual comprueba
la efectividad del exitracto para confrolar insectos.
Asimismo, Judrez Flores et al. (2001}, quienes utilizaron
pelvo de raiz de H. longipes sobre el gorgojo del maiz
(Sitophilus zeamaiz), reportaron mortalidades de
100% a los 15 d.

Jacobson et al. [1947) y Dominguez et al.
(1958) comprobaron la actividad biocida de la
afinina en mosca doméstica y gorgojo de frijol,
respectivamente. Por su parte, Del Castillo (1983)
reporfa la capacidad insecticida del exfracto crudo
de raiz de H. longipes en larvas de Oestrus ovis. Cabe
mencionar gue no se han reportado frabajos sobre
el efecto del exiracto o de la afinina provenientes
de H. longipes, sobre B. cockerelli o insectos de la
misma familia.

Tabla 1. Concentraciones letales y imites fiduciales en ninfas de B. cockerelli

Dosis p.p.m. Limites fiduciales
CL, 234.09 197.71 271.73
CL,, 1,267 1,029 1648
Ecuacién de prediccién Y= 0.1695x + 17.864
Coeficiente de comelacién R2=0.979

57



Wiimere 66: 12-13, sentiembre-ticiembre 2015

CONCLUSIONES

Se demostrd la actividad insecticida del exiracto
etandlico de H. longipes en ninfas de cuarto instar
de B. cockerelli, se obtuvo una concenfracion letal
media de 234.09 p.p.m. y mortalidades de 100%
a las 24 h a partir de concentraciones de 3000

»  CASIDA, J. E. Pyrethrum flowers and pyrethroid insecticides.
Environmental Health Perspectives, 34: 189-202, 1980.

+  DEL CASTILLO R., A. R. Efecto insecticida in vifro de la raiz
de chilcuan (Helicpsis logipes) sobre las larvas de la meosca
Oestrus ovis. Tesis profesional. Universidad Macional Auténoma
de México. Facultad de Medicina Veterinara y Iootecnia.
México, 27 pp., 1583.

+  DOMINGUEL J. A. et al. Sintesis de N-isopropil y N-iscbutilamida
de algunos acidos y comparacion de su accion insecticida
con la afinina. Ciencia, 17: 213-214, 1558,

+  GONIALEL MORALES, S. et al. Actividad inhibitora del
extracto de Heliopsis longipes sobre Fusanum oxysporum f. sp.
lycopersici. Revista Mexicana de Fitopatologia, 29(2): 146-153,
2011.

» (GROSS, D. C. et ol (Eds). Genomics of Plant-associated
Bacteria (p. 203). Springer-Verlag Berin Heidelberg, 2014.

+  HERMANDEZ CRUZ M. Evaluacidn dsl sfecto de la afining
presente en extractos de Heliopsis longipes en larecuperacién
de dpices de vainilla sometidos a fratamientos con
crioprotectores. Tesis de maestria. Universidad Veracruzana.
Unidad de Ciencias Quimicas. Méxice, 2009

+  HERMANDEI MORALES, A. et al. Determinacién de la actividad
insecticida de Heliopsis longipes A. Gray Blake, una planta
endémica del estodo de Guanajuato. Ra Ximhai, 8{3): 111-
118, 2012.

* JACOBSON, M. et al. Comection of the source of affinin
(M-isobutil2, é, 8-decaiienoamide). The Joumal of Organic
Chemistry, 12: 731-732, 1947.

+  JUAREZ FLORES, B. |. et al. Actividad del chilcuague Heliopsis
longipes (Asteraceas) sobre el gorgojo del maiz Sitophilus
zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Memorias delll Simposio
Internacional vy VIl Macional sobre sustancias vegefales y
minerales en el combate de plagas. Guerétaro, Mexico, 43-
48, 2001.

s MOLINA TORRES, J. et al. Purely clefinic alkamides in Heliopsis
longipes and Acmella (Spilanthes) oppositifolia. Biochemical
Systematic Ecology, 24(1): 43-47, 19%4.

INVESGIGACION
Y CIENCIAzm=soommon 15

p.p.m. Estos resultados muestran un panorama del
potencial del extracto etandlico de H. longipes
como insecticida en el confrol de B. cockerelli en
cultivos organicos, asi como resultados preliminares
sobre las conceniraciones efectivas y la viabilidad
de la purificacion y evaluacion de la afinina en la
formulacién de insecticidas.
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Conclusioén general
El haplotipo predominante de Bactericera cockerelli de las diferentes poblaciones
analizadas fue el descrito como haplotipo central.
Se identifico un nuevo haplotipo en los estados de Durango y Coahuila, cuya
caracteristica molecular es la variacion de la base 247 de la secuencia de
nucleotidos correspondiente al gen mitocondrial citocromo C oxidasa subunidad
1.
‘Candidatus Liberibacter solanacearum’ se detecto en los estados de Zacatecas,
Jalisco, Aguascalientes, Guanajuato, S.L.P., Michoacéan, Coahuila, Hidalgo,
Puebla, Durango, Nuevo Ledn y Nayarit; la cual fue consistente con los sitios
donde se ubico el insecto vector Bactericera cockerelli, excepto en el estado de
Tamaulipas donde los individuos resultaron negativos y cuya presencia no se ve
afectada por el hospedero ni el grado de tecnificacion del sistema de produccion.
La morfometria de B. cockerelli, esta principalmente influenciada por el
hospedero, siendo la geografia un factor de minimo impacto en esta.
Los resultados de este estudio, muestran un panorama mas amplio acerca de
las variaciones genéticas y morfométricas entre poblaciones de B. cockerelli, y
su papel como vector de ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’ en México, asi
como la necesidad del estudio de la dinamica poblacional y biologia de los
haplotipos de B. cockerelli presentes en México, que puedan aportar informacién

para disefar estrategias de manejo.



