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RESUMEN

Entre los insectos vectores de patdgenos, las chicharritas
(Cicadélidos) tienen la capacidad de trasmitir virus y fitoplas-
mas a un amplio rango de plantas huéspedes, haciendo a este
grupo de insectos uno de los mas importantes, ya que provo-
can epifitias de interés econémico relevante. La especie mas
habitual es Circulifer tenellus, la cual esta reportada como vec-
tor de fitoplasmas. Sin embargo no hay informacion de otros
géneros de Cicadélidos como vectores potenciales en el es-
tado de Zacatecas, lo que hace necesario la deteccion de las
especies de chicharritas portadoras de estos patégenos. Du-
rante los meses de Octubre de 2013 a Septiembre de 2014
se capturaron chicharritas por trampeo en cultivos agricolas,
para determinar otros géneros de Cicadelidos presentes en el
estado aparte de C. tenellus. Se encontré a Empoasca spp.
como el mas abundante con 1,268 individuos; Aceratagallia
spp. con 368; Graminella spp. con 311y Dalbulus spp con solo
108 individuos. Estos grupos fueron analizados para detectar
fitoplasmas por técnicas de PCR anidada; para ello, se captu-
raron por redeo 130 insectos (55 del género Aceratagallia spp.,
31 de Empoasca spp., 30 de Graminella spp. y 14 de Dalbulus
spp.) encontradose presencia de fitoplasmas en cinco indivi-
duos de Graminella spp.; dos individuos de Empoasca spp. y
un individuo de Dalbulus spp. Estos datos abren la posibilidad
de considerar a los géneros Graminella spp. y Empoasca spp.
como vectores potenciales.

Palabras Clave: Cicadélidos, Vectores Potenciales, Diag-
nastico, Fitoplasmosis.

SUMMARY

Among insect vectors, leafhoppers (Cicadellidae) have the
ability to transmit pathogens to a wide range of host plants, ma-

king this group of insects one of the most important, as they cau-
se epidemics relevant economic interest. The most common
species is Circulifer tenellus, which is reported as phytoplasms
vector. However there is no information from other genera of
leafhoppers as potential vectors in the state of Zacatecas, ma-
king it necessary to detect the species of leafhoppers carriers of
these pathogens. During the months of October 2013 to Sep-
tember 2014, leafhoppers were captured by trapping on agri-
cultural crops to determine other genera of leathoppers present
in Zacatecas besides C. tenellus. It was found Empoasca spp.
as the most abundant with 1,268 individuals; Aceratagallia spp.
368; Graminella spp. 311 and Dalbulus spp. just 108 individuals.
These groups were tested for phytoplasms by nested PCR te-
chniques. Through enmeshing 130 insect were collected (55
Aceratagallia spp.; 31 Empoasca spp.; 30 Graminella spp. and
14 Dalbulus spp.); founding the presence of phytoplasms in five
of Graminella spp. two individuals of Empoasca spp., one of
Dalbulus spp. These data raise the possibility of considering to
Graminella spp. and Empoasca spp. as potential vectors.

Keywords: Cicadellids, Potential vectors, Diagnosis, Phyto-
plasmas.

INTRODUCCION

En Zacatecas, las regiones productoras agricolas de culti-
vos de importancia econdmica se ven afectadas por problemas
fitosanitarios, en particular por insectos vectores de patoge-
nos. Estos acarrean bacterias, virus y fitoplasmas (Weintraub y
Beanland, 2006), causando enfermedades que ocasionan una
reduccioén en el rendimiento y una pérdida del valor comercial
de la cosecha.

Para los fitoplasmas, los insectos son necesarios para
su transmision, dispersion y multiplicacion (Arismendi et al.,
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2010a). Insectos fitéfagos pertenecientes al orden Hemiptera
son reconocidos como vectores de fitoplasmas, y los de la fa-
milia Cicadellidae presentan un distintivo aparato bucal succio-
nador-picador, que les ha conferido un relevante efecto en su
extensa radiacion adaptativa (Goodchild, 1966). Esta familia es
considerada la mas diversa dentro de este orden, con aproxi-
madamente 22,000 especies distribuidas en todas las regiones
zoogeograficas del mundo. Son severos los efectos que provo-
can durante la alimentacion particularmente por la toxicidad de
la saliva, y por su intervencion en la transmision, dispersion y
reservorio de patégenos como virus, espiroplasmas, bacterias
y principalmente fitoplasmas (Nault y Ammar, 1989).

Estos fitopatdgenos estan rodeados por una membrana tri-
laminar, de unos 10 nm de grosor, compuesta de proteinas y
lipidos (Davis et al., 1998; Nakashima, 1995; Nishigawa et al.,
2001). Su genoma es pequefio de 530 a 1350 Kb y presentan
bajo contenido de G-C en su DNA. Los fitoplasmas se localizan
en las células del floema de sus plantas hospederas, la trans-
mision persistente y propagativa de estos patdgenos les per-
mite sobrevivir en forma prolongada dentro de sus hospederos.

En el grupo de las bacterias mollicutes, la obtencion de cul-
tivos puros en condiciones in vitro no ha sido posible, lo cual ha
conllevado el desarrollo de una serie de técnicas para su detec-
cion, identificacion y caracterizacion (Arismendi et al., 2010b).

La capacidad que tienen los Cicadélidos para trasmitir pa-
tégenos a un amplio rango de plantas huéspedes, hace a este
grupo de insectos uno de los mas importantes ya que provocan
epifitias de interés econémico relevante. Los trabajos sobre bio-
logia, ecologia y transmision de estos patdgenos se han incre-
mentado exponencialmente en los ultimos 20 afios, pero aun
se carece de informacion de las interacciones y sus efectos en
quienes los transmiten. La especie mas habitual es Circulifer
tenellus, la cual esta reportada como vector de fitoplasmas. Sin
embargo no hay informacion de otros géneros de Cicadelidos
como vectores potenciales en el estado de Zacatecas, lo que
hace necesario la deteccidon de las especies de chicharritas
portadoras de estos patdgenos. Los fitoplasmas son bacterias
sin pared celular, miembros de la Clase Mollicutes, que causan
enfermedades como amarillamientos en numerosas especies
de plantas (McCoy et al., 1989; Weintraub y Jones, 2010). Su
deteccién se hace por técnicas basadas en acidos nucleicos,
principalmente PCR. Es poca la informacion acerca de la pres-
encia de fitoplasmas en los insectos vectores presentes en Za-
catecas, que hace necesaria la realizaciéon de pruebas de labo-
ratorio para detectar la presencia de fitoplasmas en los géneros
mas comunes de chicharritas presentes en la region.

MATERIALES Y METODOS

Conteo poblacional

Se realizaron colectas de chicharritas” de los géneros Dal-
bulus spp., Empoasca spp., Graminella spp. y Aceratagallia

spp., mediante trampas de agua (vasijas de plastico con un dia-
metro de 10cm y de 8cm de alto con agua a la mitad) colocadas
al azar, dentro del Campo Experimental Zacatecas del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), durante los meses de Octubre de 2013 a Septiembre
de 2014 para realizar una contabilizacion poblacional-temporal.

Para la clasificacién taxonédmica a nivel de género se utili-
zaron claves taxonémicas (Dietrich, 2005). Para ello, necesa-
rio seccionar el ultimo segmento del abdomen con la ayuda de
agujas histologicas y aclarar esta con una solucion de (KOH)
al 10%, calentada durante 20 minutos, y después sumergirlas
en una gota de glicerina sobre un portaobjeto para disecar es-
tructuras genitales. Estas estructuras fueron examinadas para
ayudar a la identificacion del género del insecto.

Deteccidn de fitoplasmas en insectos

Se colectaron chicharitas mediante redeo con 100 golpes,
en cultivos agricolas establecidos en el Campo Experimental,
los organismos fueron identificados y separados por machos y
hembras de los géneros de interés para el diagndstico de fito-
plasmas. Para esto se extrajo el DNA total por insecto siguien-
do el protocolo propuesto por Cefis y colaboradores (1993),
con modificaciones para hacer extraccion por organismo de
forma individual. Posteriormente a la extraccion de los diferen-
tes géneros de insectos se llevé a cabo la amplificaciéon de las
secuencias gendmicas mediante la técnica de PCR anidada
utilizando los pares de primers universales, P1/Tint y R16F2n/
R16R2 (Almeyda, 1997; Deng y Hiruki, 1991; Gunderseny Lee,
1996; Lee et al., 1993; Lee et al., 1998; Martinez et al., 1997;
Smart et al., 1996b). Las reacciones de la PCR se llevaron a
cabo en un termociclador (Applied Biosystems) bajo condicio-
nes especificas. Para la PCR directa con los primers P1/Tint, las
condiciones fueron las siguientes: 1 ciclo de desnaturalizacién
del DNA a 95°C por 2 minutos y 30 ciclos adicionales con el
siguiente programa: desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, 1
minuto de alineacién a 56°C, la elongacion a 72°C por 2 minu-
tos y una extension final a 72°C por 5 minutos. Las condiciones
determinadas con las que se realizé la PCR anidada, utilizando
el par de cebadores R16F2n/R2, fueron las siguientes: desnat-
uralizacion del DNA a 94°C por 2 minutos, y 30 ciclos adiciona-
les de: desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacién de los
cebadores a 55°C por 2 minutos, y la polimerizacion a 72°C por
2 minutos con una extension final a 72°C por 5 minutos.

Los productos de PCR se fraccionaron mediante electrofo-
resis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
y se visualizaron bajo luz ultravioleta (Smart et al., 1996a). La
presencia de una banda, con una amplificacién de 1,200 pb fue
interpretada como un resultado positivo a presencia de fitoplas-
mas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Conteo poblacional

Durante el tiempo de estudio (Octubre 2013-Septiembre
2014) se colectaron un total de 2055 chicharritas de los géne-
ros estudiados (Figura 1). De estos, 1334 fueron machos y 721
hembras. El numero de individuos colectados fue variable du-
rante los meses de muestreo, la poblacion general de chicharri-
tas fue mayor en los meses de Enero y Marzo de 2014 donde
se capturaron 410 y 397 individuos respectivamente; y la po-
blacién mas baja se registré en los meses de Julio y Septiem-
bre de 2014 con 15 y 27 individuos (Cuadro 1). En el mes de
Agosto no se registré ningun individuo colectado en las trampas
de agua, probablemente debido a que se presentaron lluvias in-

tensas que sacudian las trampas de agua tirando el contenido.

El género mas abundante y presente en todos los meses de
muestreo con 1,268 de especimenes fue Empoasca spp., con
mas de la mitad del nimero registrado. En los 4 géneros colec-
tados, la poblacién de machos fue mas relevante que la de las
hembras capturadas. En el caso de Graminella spp. se presen-
t6 con un numero mas alto en el mes de Enero tanto machos
como hembras, Aceratagallia spp. aparecié con mayor frecuen-
cia en el mes de Mayo para el caso de los machos, y en Abril
para el caso de las hembras, para Dalbulus spp. se capturo un
mayor numero de individuos en Enero para machos y hembras,
y en el caso de Empoasca spp. se registré mayor captura de
individuos en el mes de Marzo tanto en machos como hembras.

Figura 1. Géneros de chicharritas. A) Dalbulus maidis; B) Aceratagallia sp.; C) Graminella sp.; D) Circulifer tenellus; E)
Empoasca sp.; F) Dalbulus elimatus, vista lateral; G) Dalbulus elimatus, vista frontal.

Deteccion de fitoplasmas en insectos

Se colectd por redeo un total de 133 insectos en el perio-
do Febrero-Agosto 2014. Cincuenta y cinco fueron del géne-
ro Aceratagallia spp., 31 de Empoasca spp., 30 de Graminella
spp. y 14 de Dalbulus spp. Del total de insectos analizados se
encontrd presencia de fitoplasmas en cinco individuos de Gra-

minella spp; dos individuos de Empoasca spp y un individuo de
Dalbulus spp. La mayoria de las muestras positivas se obtuvie-
ron en el mes de junio. Por otro lado, dado que el andlisis de
deteccion de fitoplasmas fue a nivel de individuo, se pudo hacer
la distincién por sexo, encontrandose que dentro de todos los
Cicadélidos analizados, seis muestras positivas fueron en hem-
bras y dos en machos (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Géneros de chicharritas capturadas mediante trampas de agua durante Octubre 2013-Septiembre 2014
(INIFAP) Campo Experimental Zacatecas.

Graminella Aceratagallia Dalbulus Empoasca Total

Yy ~y

2 o) 2 o | 2 o | 2 0
Mes/afio de o ! i g o 3 = T
colecta
Octubre del 3 12 T 11 8 6 78 a7 190
2013
Noviembre del 30 [ d 1 0 5] 0 73 24 140
2012
Diciembre del 4] 0 2 4 0 0 49 0 55
2013

Enero del 2014 58 38 53 32 26 17 105 81 410

Febrero del 46 16 2 12 | 25 4 144 49 298
2014

Marzo del 2014 16 30 22 9 6 11 200 103 397
Abril del 2014 20 6 34 39 0 0 147 95 341

Mayo del 2014 0 0 60 24 0 0 43 20 147

Junio del 2014 1 0 11 10 0 0 4 9 35
Julio del 2014 0 0 5 7 0 0 2 1 15
Agosto del 2014 | 0O 0 0 0 0 0 0 0 0
Septiembre del 0 0 17 6 0 0 3 1 27
2014

Total 202 109 214 154 | 70 38 848 420 2055
Total por género an 368 108 1268
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Cuadro 2. Analisis de PCR anidada para la deteccion de fitoplasmas en géneros de chicharritas capturadas me-
diante red entomoldgica en el aiio 2014.

Género Fecha de No. de No. de muestras Sexo
Aceratagallia spp. | Febrero
Marzo
Abril
Mayo
Junio
Julio
Agosto
Graminella spp. Febrero
Marzo
Abril
Mayo
Junio
Julio
Agosto
Empoasca spp. Febrero
Marzo
Abril
Mayo
Junio
Julio
Agosto

Dalbulus spp. Febrero
Marzo

Abril
Mayo
Junio
Julio

Agosto
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—

Del analisis por PCR anidada en la Figura 2, se sefialan los esto para delimitar las muestras en el gel, se utilizaron 3 con-
resultados obtenidos de 33 muestras de chicharritas, donde los  troles positivos y H,O como control negativo, amplificando los 3
carriles 11, 16, 17, 20 y 30 reflejaron presencia de fitoplasmas. controles positivos.

El primer y ultimo carril se cargd con DNA gendmico de chile,

§ 3

:
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Figura 2. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, muestra amplificaciones de banda de tamaiio es-
perado. Carril 1-6=Empoasca spp., macho; carril 7-11=Empoasca spp., hembra; carril 12-14=Graminella spp., ma-
cho; carril 15-20=Graminella spp., hembra; carril 21-25=Aceratagallia spp., hembra; carril 26-27=Aceratagallia spp.,

macho; carril 28-33=Dalbulus spp., hembra.
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Es interesante que dentro de los géneros analizados (Ace-
ratagallia spp., Empoasca spp., Graminella spp. y Dalbulus
spp.), tres de ellos fueron positivos como vectores de fitoplas-
mas. Por consecuencia, en la estrategia del manejo de las en-
fermedades causadas por estos patégenos en el Estado, se
debe considerar a las especies de chicharritas Empoasca spp.
y Graminella spp., como vectores potenciales.

Por otra parte, se entiende que es dificil separar el efecto
directo de las plantas hospederas del efecto de los fitoplasmas
sobre el insecto vector, lo cual podria enmascarar el resultado
real de esta interaccion. Las plantas infectadas se ven altera-
das de tal forma, que las hace mas susceptibles para la infes-
tacién de los insectos (Sugio et al., 2011), por ejemplo, hay una
reduccién en las defensas quimicas, las cuales podrian estar
involucradas en repelencia de otros insectos herbivoros o en
la reduccion del potencial biolégico de éstos. Por ejemplo, la
infeccion fitoplasmatica en plantas puede incrementar la con-
centracion de nutrientes de facil digestion, tales como aminoaci-
dos libres y azucares que podrian ser utilizados por los insectos
vectores (Weintraub y Beanland, 2006).

Ademas, plantas infectadas pueden incrementar la atrac-
cién de insectos, sobre todo cicadélidos, ya que se ha demos-
trado que los colores amarillos son mas atractivos para estos
insectos; cuya coloracion se da con los tejidos cloréticos de las
plantas afectadas por fitoplasmas (Todd et al., 1990). De un ini-
cio se ha propuesto, que los efectos negativos o positivos en un
vector pueden estar asociados a las relaciones e interacciones
o los mecanismos que participan entre el patdégeno y su vector
(Kakizawa et al., 2006).

También se puede manejar que la infeccidn por estos fito-
plasmas en los insectos vectores tiene implicaciones en la
incidencia y la dispersién de enfermedades. Mientras mayor
tiempo de sobrevivencia tenga el vector, tiene una mayor opor-
tunidad de infectar mas plantas y de generar un mayor nimero
de individuos en la progenie. También se puede concluir que
la infeccion por estos patdgenos en los insectos vectores tiene
implicaciones en la incidencia y la dispersiéon de enfermedades.
Por lo que en la practica, la incidencia y dispersion de estos
patdgenos no solo depende de un factor, sino que es una in-
teraccion cuadripartita de diferentes niveles entre insecto vec-
tor- patégeno - planta hospedera y el ambiente en donde se
presenten.

CONCLUSIONES

A excepcion de Circulifer tenellus, otros géneros de Cicadé-
lidos como Dalbulus spp., Empoasca spp., y Graminella spp.
fungen también como vectores potenciales de fitoplasmas,
siendo los dos ultimos los mas importantes.

Los meses de mayor abundancia de los géneros Empoas-
ca spp., y Graminella spp. son enero y febrero.

Existe evidencia para considerar a los géneros Empoasca

spp., y Graminella spp. como vectores potenciales dentro de
la implementacién de técnicas en el manejo de cultivo contra
fitoplasmas.
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