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RESUMEN
Dentro de los insectos vectores de fitoplasmas, el cicadélido 

Circulifer tenellus está reportado como uno de los principales 
transmisores de estos patógenos, ocasionando enfermedades 
a una gran cantidad de cultivos agrícolas de importancia eco-
nómica. Este trabajo tuvo como objetivo determinar si Circu-
lifer tenellus es portador de fitoplasmas. Se realizó un conteo 
poblacional mensual durante un año mediante captura con 
trampas de agua. Se encontró que esta especie está presente 
todo el año, siendo el mes de abril donde se registró la mayor 
abundancia con 167 individuos, y el mes de septiembre el de 
menor registro con solo seis individuos. Para el diagnóstico de 
fitoplasmas se capturaron organismos mediante redeo, durante 
los meses de mayo a septiembre.  Los resultados arrojaron que 
el 13% de los individuos de Circulifer tenellus son portadores 
de fitoplasmas; y de acuerdo a los umbrales de acción para 
las medidas de prevención a la infectividad de este vector, el 
estado de Zacatecas está en peligro latente de fitoplasmósis.

Palabras Clave: Fitoplasmosis, infectividad, conteo pobla-
cional.

SUMMARY
Among phytoplasmas vectors insects, the cicadellidae Cir-

culifer tenellus is reported of these pathogens, causing disease 
to a large number of economically important agricultural crops. 
This study aimed to determine whether Circulifer tenellus carries 
phytoplasmas. Monthly population count was conducted for one 
year by using water pan traps. It was found that this species is 
present throughout the year, with April being the month with the 
highest population with 167 individuals. In September was the 
lowest with only six adults. For the diagnosis of phytoplasma 
organisms were captured by enmeshing during the months of 

May to September. The results indicated that 13% of individuals 
carry Circulifer tenellus phytoplasma; according to action thres-
holds for preventing infectivity of this vector, the state of Zacate-
cas is in potential danger of phytoplasmas.
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INTRODUCCIÓN
El estado de Zacatecas es uno de los mayores productores 

agrícolas del país, por consiguiente sus campos de cultivos se 
ven afectados por problemas fitosanitarios que pueden afectar 
su calidad y producción. La mayoría de los fitopatógenos no 
requieren de un vector activo para infectar plantas, pero en al-
gunos procariontes como los de la clase Mollicutes (fitoplasmas 
y espiroplasmas), los insectos vectores son necesarios para su 
transmisión, dispersión y multiplicación (Arismendi et al., 2010). 

Los fitoplasmas son bacterias carentes de pared celular que 
viven en el floema de las plantas infectadas y que requieren 
para su diseminación de un agente vector que debe alimen-
tarse de la savia contenida en el floema (Alfaro-Fernández et 
al., 2011). Hasta ahora se han relacionado con insectos de la 
orden Hemíptera, y en especial de la familia Cicadellidae como 
principales vectores de fitoplasmas. Los cicadélidos (Cicadelli-
dae) son una familia de insectos hemípteros de la superfami-
lia Membracoidea y del suborden Auchenorrhyncha, que son 
conocidos comúnmente como chicharritas o saltahojas. Éstos 
son pequeños insectos que se encuentran distribuidos en todo 
el mundo; y constituyen una de las familias más grandes de 
Hemiptera; se sabe que hay aproximadamente 22,000 espe-
cies descritas. Se alimentan principalmente de la savia de las 
plantas por lo que son los vectores perfectos de virus, bacterias 
y otros patógenos. 
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Algunas especies son importantes plagas agrícolas como 
lo es la especie “Circulifer tenellus” que ataca principalmente al 
cultivo de chile. Se estima que el 70 % de los insectos vectores 
de enfermedades a las plantas pertenecen a esta familia (Lee
et al., 2003), y que más de 70 especies son conocidas como 
vectores de fitoplasmas en diferentes especies vegetales (We-
intraub y Beanland, 2006). Este trabajo tuvo como objetivo de-
terminar si Circulifer tenellus es portador de fitoplasmas, como 
medio de conocimiento del grado de infectividad potencial en el 
estado de Zacatecas.

MATERIALES Y MÉTODOS
La colecta de las chicharritas pertenecientes a la especie 

Circulifer tenellus, se realizó durante los meses Octubre del 
2013 a Septiembre del 2014, en el Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP). Las chi-
charritas fueron capturadas mediante dos técnicas, una de ellas 
fue por medio de trampas de agua, la cual consiste en recipien-
tes con agua y jabón; y la otra es la técnica por redeo, utilizando 
una red entomológica. El conteo, la identificación y el sexado de 
los insectos se llevaron a cabo en el Laboratorio Entomológico 
del Campo Experimental Zacatecas del INIFAP.

Extracción de ADN de Circulifer tenellus
La detección de fitoplasmas en chicharritas, se realizó en 

el Laboratorio de Biología Molecular del Campo Experimental 
Zacatecas en el INIFAP. Para la extracción del ADN total de los 
insectos, se utilizó el método propuesto por Ceñís et al. (1993) 
con algunas modificaciones. El método consistió en macerar 
individualmente los adultos capturados en un mortero que con-
tenía 50 μl de una solución Buffer (200 mM Tris-HCl, pH 8.5, 
250 mM, NaCl: 25 mM EDTA, 0.5% SDS). Enseguida el tejido 
del insecto se transfirió a un tubo eppendorf y se le agregaron 
25 μl de acetato de sodio (3M, pH 5.2); los tubos fueron incuba-
dos a - 20°C durante 20 minutos y posteriormente centrifuga-
dos por 10 minutos a 13,000 rpm. El sobrenadante se transfirió 
a un tubo nuevo y se agregó 500 μl de isopropanol frio para la 
precipitación del ADN y se dejaron reposando por 20 minutos a 
temperatura ambiente. Para obtener las pastillas, se centrifugo 
por 20 minutos a 13,000 rpm, y se desechó el sobrenadante. 

La pastilla se lavó con etanol al 70 % y se dejó secar la pastilla 
a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendió la pastilla 
en 25 ml de buffer TE pH 7 (Tris- EDTA 0.01 Mm pH 8.0) y se 
almacenaron a -20°C.

Detección de los fitoplasmas por PCR anidada
La detección de los fitoplasmas en el insecto vector, se llevó 

a cabo mediante la amplificación del gen 16S rRNA. Para esto 
se utilizaron los oligonucleótidos universales, P1/Tint y R16F2n/
R16R2, para el PCR directo y anidado, respectivamente (Al-
meyda, 1997; Deng and Hiruki, 1991; Gundersen et al., 1996; 
Lee et al., 1998a; Lee et al., 1993; Martínez et al., 1997; Smart
et al., 1996). Las reacciones de PCR se realizaron en tubos de 
0.5 ml, el volumen total de reacción fue de 25 μl y se conformó 
de la siguiente manera: 2.5 μl del ADN templado, 0.5 μl de cada 
primer, 2.5 μl de cada dNTP, 1.5 μl MgCl2, 0.25 μl de Taq ADN 
polimerasa Invitrogen®. Las reacciones de PCR se realizaron 
en un termociclador (Applied Biosystems) con el siguiente pro-
grama: 1 ciclo de desnaturalización a 95 °C por 3 minutos y 30 
ciclos adicionales con el siguiente programa: 1 minuto de des-
naturalización a 94 °C, 1 minuto de alineación a 55 °C, 2 minu-
tos de polimerización a 72 °C y una extensión final a 72 °C por 
5 minutos. Los productos de PCR fueron fraccionados sobre 
geles de agarosa 1% a 85 voltios por 45 minutos, teñidos con 
bromuro de etidio (0.7 μg/ml) y visualizados bajo luz ultravioleta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Conteo poblacional
Con la contabilización de las capturas de Circulifer tenellus

en las trampas de agua durante 12 meses, arrojan datos que 
esta especie está presente todo el año, siendo el mes de abril 
donde se registró la mayor abundancia con 167 individuos, y el 
mes de septiembre el de menor registro con solo seis. Además, 
parece que los machos al menos en este estudio, son más 
abundantes que las hembras, dado que el número de estos 
siempre fue mayor al de las hembras, registrando un total de 
449 machos y 195 hembras; lo que equivale a una relación de 
7:3 macho-hembra (Cuadro1).
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Cuadro 1.  Insectos de la especie Cirfulifer tenellus spp. capturados por medio de trampas de agua en los meses 
de Octubre 2013 – Septiembre del 2014 en el campo experimental Zacatecas (INIFAP).

Detección de los fitoplasmas por PCR anidada
Entre mayo y septiembre del 2014, se colectaron por medio 

de una red entomológica un total de 93 insectos pertenecientes 
a la especie Circulifer tenellus, en diferentes tipos de malezas. 
Estos organismos fueron analizados de forma individual para 
presencia de fitoplasma, encontrando un 13% de estos como 

positivos. En cuanto a distinción sexual, se encontró que el 
7.5% eran hembras y el 5.5% machos (Cuadro 2.). En trabajos 
similares (Munyaneza et al., 2010) con C. tenellus capturados 
en el cultivo de la papa, se reporta que por pruebas de PCR, 
estos estaban infectados con el fitoplasma, con un promedio 
de 20.8, 34.8, y 9.2% en conteos realizados en los años 2005, 
2006, y 2007, respectivamente.

Cuadro 2. Análisis de fitoplasmas por PCR anidada, de Chicharritas pertenecientes a la especie                            
Circulifer tenellus spp.

Del análisis por PCR anidada, en la Figura 1. se señalan los 
resultados obtenidos de 10 individuos de chicharritas, donde 
los carriles 9 y 10 reflejaron presencia de fitoplasmas. 
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Se ha reportado que Circulifer tenellus experimentalmente 
ha transmitido el fitoplasma BLTVA (16SrXI-A) a 48 especies de 
plantas (Golino et al., 1989; McCoy et al., 1989). Por otra parte 
Lee y colaboradores (1998b) mencionan que este vector puede 
transmitir más de una especie de fitoplasma, dando por hecho 
que no es de sorprender que este vector pueda transmitir múl-
tiples fitoplasmas. 

Sin embargo, según Munyaneza y colaboradores (2010) 
la infectividad promedio de estas chicharritas, se determina a 
partir de las muestras obtenidas de las poblaciones iniciales de 
la migración de especie. Caso que no sucede en el estado de 
Zacatecas, ya que esta especie esta permanente, por lo que la 
infectividad es siempre latente. En el medio Oeste de Estados 
Unidos, la línea de base para el desarrollo del umbral de acción, 
es tan solo del dos por ciento de infectividad para C. tenellus; 
por lo que si tomamos esta medida, el estado de Zacatecas 
se encuentra muy por encima del implemento de medidas de 
prevención. Por otro lado, cabe mencionar que esta chicharrita 
completa su ciclo de vida en numerosas plantas, gracias a cier-
tos mecanismos que presenta por ser un insecto polífago. Con 
ello, nuevos nichos ecológicos latentes se abren como ámbitos 
propicios para dispersión de estos organismos. 

CONCLUSIONES
Durante los meses de mayo a septiembre del 2014, se en-

contró que el 13% (7.5% hembras y 5.5% machos) de los in-
dividuos de Circulifer tenellus son portadores de fitoplasmas.

De acuerdo a los umbrales de acción para las medidas de 
prevención a la infectividad de Circulifer tenellus, algunos culti-
vos del estado de Zacatecas se encuentran en peligro latente 
de fitoplasmósis.
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