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RESUMEN

Los datos publicados sobre fitoplasmas y sus insectos vec-
tores presentes en la mayoria de las entidades federativas de
México son escasos. Durante los ultimos afos se ha reportado
la presencia de poblaciones de Circulifer tenellus en cultivos
de interés econdémico que son afectados por sintomatologias
asociadas con la presencia de fitoplasmas en el estado de
Zacatecas. El objetivo del presente trabajo fue determinar si
Circulifer tenellus es capaz de transmitir fitoplasmas a plantas
de betabel, rabano, tomate y chile como hospederas. Semillas
de estas especies fueron germinadas para desarrollar plantas
sanas. Individuos de C. tenellus fueron capturados y puestos
sobre plantas ya desarrolladas de las especies mencionadas,
para ser infectadas por este vector. Pruebas de PCR anidada
se realizaron para determinar la presencia de fitoplasmas a in-
sectos después de 10 dias de infestacién y a las plantas hos-
pederas después de 30 dias del inéculo con los vectores. Los
resultados arrojaron que 7 de 27 chicharritas eran portadoras
de fitoplasmas y estos fueron transmitidos a plantas de betabel
(Beta vulgaris), rabano (Raphanus sativus) y a dos variedades
de Capsicum annuum (chile ancho y mirasol). No se detectaron
fitoplasmas en plantas de tomate (Solanum lycopersicum).

Palabras clave: Fitoplasmosis, infestacion, Beta vulgaris,
Raphanus sativus, Capsicum annuum.

SUMMARY

Published data on phytoplasmas and their insect vectors
present in most of the states in Mexico are scarce. In recent
years it has been reported the presence of large populations of
Circulifer tenellus crops of economic interest that is affected by
symptomatology associated with the presence of phytoplasmas
in the state of Zacatecas. The aim of this study was to deter-

mine whether C. tenellus can transmit phytoplasmas to beet,
radish, tomato and pepper as hosts. Seeds of these species
were germinated to develop healthy plants. Individuals of C. te-
nellus were captured and put on already developed plants of the
species mentioned, to be infected by this vector. Nested PCR
tests were performed to determine the presence of phytoplas-
ma to 10 days after insect infestation and on host plants after 30
days of exposure to the vectors. The results indicated that 7 out
27 leafhoppers were vectors of phytoplasmas and these were
transmitted to beet (Beta vulgaris), radish (Raphanus sativus),
and two varieties of Capsicum annuum (ancho and mirasol ty-
pes). Phytoplasma were not detected at tomato plants (Sola-
num lycopersicum).

Key words: Phytoplasms Infestation, Beta vulgaris,
Raphanus sativus, Capsicum annuum.

INTRODUCCION

La chicharrita del betabel (Circulifer tenellus Baker); presen-
te en Norte América es un insecto pequefio que mide de 3.1 a
3.5 mm de largo y menos de 1 mm de ancho. Los organismos
de esta especie son muy activos en climas aridos y semiari-
dos, son polifagos que se alimentan de la savia contenida en
las plantas. La razén por la cual las chicharritas se han con-
vertido en una limitante en la produccion de cultivos de inte-
rés econémico, es su alta capacidad para transmitir agentes
fitopatdgenos a malezas y cultivos de interés econdémico, entre
los que destacan los fitoplasmas. La distribucion geografica de
este vector se ha establecido en casi toda la zona Occiden-
tal de los Estados Unidos (Creamer et al., 2003), regiones del
desierto Chihuahuense en México (Velasquez et al., 2008) asi
como parte del Mediterraneo y Medio Oriente en el Viejo Mundo
(Bennett, 1971). Los fitoplasmas son bacterias que carecen de
pared celular, viven en el floema de las plantas infectadas y que
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requieren para su diseminacion de un insecto vector que debe
alimentarse de la savia contenida en el floema de las plantas
infectadas (Alfaro-Fernandez et al., 2011).

Toda estrategia de control y prevencion de infecciones cau-
sadas por fitoplasmas, depende del conocimiento del meca-
nismo de transmision y de la dispersién de estos. Con ello, se
constituyen los mecanismos clave para implementar las medi-
das que puedan atenuar o evitar, de manera efectiva, los dafios
a los cultivos amenazados por la enfermedad que ellos oca-
sionan. A nivel mundial se ha reportado que existe asociacion
de los sintomas entre diferentes grupos de fitoplasmas y se
han diagnosticado mediante técnicas moleculares en Esparia
(Castro y Romero, 2002); Cuba (Arocha et al., 2007) y México
(Santos et al., 2008) que afectan el cultivo de chile.

Cada fitoplasma puede tener uno o varios vectores especifi-
Cos, que en su mayoria, pertenecen a los cicadelidos del orden
hemiptera (Weintraub y Beanland, 2006). Entre estos, la espe-
cie Circulifer tenellus ha sido reportada en todos los continentes
como el vector de fitoplasmas mas importante, y sin embar-
go, se desconoce el potencial de infeccion hacia cultivos de
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importancia econémica en la region del estado de Zacatecas.
Por ello, en este trabajo se propuso confirmar la capacidad de
transmision de fitoplasmas por parte de chicharritas Circulifer
tenellus a diferentes hospederos de interés econdémico.

MATERIALES Y METODOS

Para la transmision de los fitoplasmas a los hospederos, en
charolas de germinacion se sembraron semillas de Raphanus
sativus (rabano), Beta vulgaris (betabel), Solanum lycopersi-
cum (tomate) y dos tipos de Capsicum annuum (chile ancho y
mirasol) para utilizarlas como plantas hospederas. Cuando las
plantas de cada especie desarrollaron las primeras hojas ver-
daderas, se tomd una muestra foliar para comprobar por PCR
anidada, la sanidad de estas ante la presencia de fitoplasmas.
Estas plantas se aislaron dentro de jaulas hechas con malla de
gallinero y cubiertas por tela de organza para evitar la entrada
de cualquier vector (Figura 1) y alli mismo continuaron su de-
sarrollo. Individuos de C. tenellus fueron capturados mediante
una red entomoldgica en parcelas de chile y en manchones de
maleza, dentro de las instalaciones del Campo Experimental
Zacatecas (INIFAP).
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Figura 1. Aspecto de las jaulas y planta utilizadas para la infestacién con C. tenellus.

Al mismo tiempo que se capturaron los insectos, fueron se-
parados todos los individuos de C. tenellus, mediante un tubo
de succidn bajo microscopio esteroscopico; ademas se regis-
tr6 el sexo de los adultos capturados. De estos, entre 5y 15
individuos (dependiendo del numero capturado en los redeos)
fueron puestos dentro de las jaulas con los diferentes hospe-
deros permaneciendo por un periodo de 10 dias para asegurar
la transmision de fitoplasmas por alimentacion del insecto. Las
jaulas junto con los vectores se mantuvieron en un cuarto con
temperatura controlada de entre 18 y 20°C. Después de los 10
dias de infestacion, las chicharritas se retiraron para llevar a
cabo la extraccion de ADN e identificar la presencia de los fito-
plasmas en los insectos mediante PCR anidada. Las plantas
hospederas se mantuvieron durante un mes dentro de las jau-

las para observar el desarrollo de los sintomas causados por
los fitoplamas para su posterior determinacion molecular.

Extraccion de ADN de insectos y plantas

Para detectar la presencia de fitoplasmas en insectos, se
utilizoé el método propuesto por Cefiis et al. (1993) con algunas
modificaciones para realizarlo de forma individual por insecto. El
método consistid en macerar individualmente los adultos captu-
rados en un tubo eppendorf que contenia 50 uL de una solucion
Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8.5, 250 mM, NaCl: 25 mM EDTA,
0.5% SDS). En seguida se le agregaron 25 pL de acetato de
sodio (3M, pH 5.2) incubando a -20°C durante 20 minutos y
centrifugados por 10 minutos a 13,000 rpm. El sobrenadante se
transfirié a un tubo nuevo y se agreg6 500 pL de isopropanol
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frio para la precipitacion 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 desechd el sobre-
nadante. La pastilla se lavé con etanol al 70 % y se dej6 secar
la pastilla a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendio
la pastilla en 25 ml de buffer TE pH 7 (Tris- EDTA 0.01 Mm pH
8.0) y se almacenaron a -20°C.

En el caso de las muestras de tejido vegetal se utilizé el pro-
tocolo propuesto por Dellaporta et al. (1983) con algunas modi-
ficaciones. El tejido foliar de las plantas se macerd con nitroge-
no liquido, en un mortero frio. Después se introdujo la muestra
pulverizada en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le agrego
750 mL de buffer de extraccion (2 % CTAB, 1.4 mM NaCl, 20
mM EDTA, 100 mM tris-HCI pH 8.0, 1 % de b-mercaptoetanol),
enseguida la mezcla se homogenizé en el vortex, y se incubo
por 15 minutos a 65°C, agitandose cada 3 minutos, después de
la incubacion se agregé 650 ml de PCI 25:24:1 (Fenol-Cloro-
formo-Alcohol Isoamilico). Posteriormente, se mezcld en vortex
para homogenizar y se centrifugé a 14,000 rpm por 10 minutos.
El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo, y para precipitar
el ADN, se agreg6 700 pL de isopropanol frio, dejando repo-
sar durante 10 minutos a -20°C. Para obtener las pastillas, se
centrifugo por 25 minutos a 13,000 rpm, y se desechd el sobre-
nadante. El pellet se lavd con etanol al 70 % y se dejo secar la
pastilla a temperatura ambiente. Finalmente, se resuspendié la
pastilla en 50 ml de buffer TE pH 7 (Tris- EDTA0.01 Mm pH 8.0)
y se almacenaron a -20°C.

Deteccidn de los fitoplasmas por PCR anidada

Para la deteccion de los fitoplasmas en las plantas hospe-
deras y en el insecto vector, se realizé por la amplificacion del
gen 16S rRNA. Para ello se utilizaron los oligonucleétidos uni-
versales, P1/Tint y R16F2n/R16R2, para PCR anidada, (Alme-

yda, 1997; Deng y Hiruki, 1991; Gundersen et al., 1996; Lee et
al., 1998; Lee et al., 1993; Martinez et al., 1997; Smart et al.,
1996). Las reacciones de PCR se realizaron en tubos de 0.5
mL, el volumen total de reaccion fue de 25 L y se conformo de
la siguiente manera: 2.5 uL del ADN templado, 0.5 yL de cada
primer, 2.5 uL de cada dNTP, 1.5 uL MgCl,, 0.25 uL de Tag ADN
polimerasa Invitrogen®. Las reacciones de PCR se realizaron
en un termociclador (Applied Biosystems) con el siguiente pro-
grama: 1 ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 3 minutos y 30
ciclos adicionales con el siguiente programa: 1 minuto de des-
naturalizacién a 94°C, 1 minuto de alineacion a 55°C, 2 minutos
de polimerizaciéon a 72°C y una extension final de 72°C por 5
minutos. Los productos de PCR fueron fraccionados sobre ge-
les de agarosa 1% a 85 voltios por 45 minutos, tefiidos con bro-
muro de etidio (0.7 pg/mL-") y visualizados bajo luz ultravioleta.

RESULTADOS Y DISCUSION

La deteccion de fitoplasmas en todos los hospederos resul-
t6 negativa al no encontrar ningun bandeo amplificado por el
analisis de PCR. Con ello se confirmé que los hospederos no
se encontraban infectados por fitoplasmas y se procedié a la
infestacion con los insectos vectores.

Se introdujeron 38 chicharritas de la especie C. tenellus a
cuatro jaulas con los hospederos, teniendo una jaula con be-
tabel (jaula A), otra con tomate y rabano (jaula B), otra con
rabano y chile ancho (jaula C) y una cuarta con tomate y chile
mirasol (jaula D), con un numero de 10, 8, 5, y 15 individuos de
chicharritas respectivamente. Todos los adultos introducidos en
las jaulas A, B y D eran hembras mientras que los introducidos
en la jaula C eran machos. Después de los 10 dias de infesta-
cién, se recuperaron seis chicharritas de la jaula A, dos de la
jaula B, cuatro de la jaula C; de la jaula D se recuperaron las 15
hembras que se introdujeron originalmente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Numero y sexo de vectores al inicio y fin del periodo de exposicion de diferentes hospederos
en condiciones restringidas.

Jaula Plantas hospederas Niamero de vectores Numero de vectores
iniciales recuperados después del
periodo de infestacion
A Betabel 10 (Hembras) 6
B Tomate y Rabano 8 (Hembras) 2
C Rabano y Chile ancho 5 (machos) 4
D Tomate y Chile mirasol 15 (Hembras) 15
Total 38 27

De los 27 insectos vectores recuperados después de la in-
festacion, se realiz6 el diagnéstico para fitoplasmas, encontran-
do siete insectos positivos para fitoplasmas, de los cuales, uno

provenia de la jaula A, uno de la jaula C, y cinco de la jaula D
(Figura 1).
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Figura 1. Gel de agarosa de la PCR de fitoplasma de los insectos vectores Circulifer tenellus. Muestras positivas
para fitoplasma Carril 3: Insecto de la Jaula A; Carril 12: Insecto de la Jaula C; Carril 16, 17, 21, 23 y 24: Insectos
de la Jaula D.

En cuanto a los hospederos vegetales, después de un mes
de haber estado en contacto con los insectos vectores, todas
las plantas de las cuatro especies utilizadas como hospederos
(rdbano, tomate, betabel y chile) desarrollaron sintomas visua-
les de fitoplasmdsis (con excepcién de las plantas en jaula B),
como lo son amarillamientos en general, enanismo y clorosis.
Estos hospederos igualmente se analizaron para diagndstico

de fitoplasmas, resultando solo una planta de betabel, una de
rabano, 3 de chile ancho y dos de chile mirasol, positivas para
la presencia de fitoplasmas (Figura 2). Aunque las plantas de
jitomate mostraron sintomas de infeccion por fitoplasmas, su
presencia no fue detectada mediante técnicas moleculares;
una posible explicacién es la baja concentracion del patégeno
en los tejidos muestreados.
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Figura 2. PCR de fitoplasma de los diferentes hospederos después de la trasmisién. Tabla de la muestras de las
plantas de betabel, rabano, tomate y chile. Muestras positivas para fitoplasma Carril 5: Betabel; Carril 6, 12, 14:
Chile ancho; Carril 11: Rabano; Carril 15, 16: Chile mirasol.

Los resultados muestran una congruencia entre las plantas
que desarrollaron sintomas y fueron positivas a la presencia de
fitoplasmas con la deteccién positiva de esos patégenos en al
menos uno de los vectores en cada jaula; son igualmente coin-
cidentes los resultados en la jaula B donde ni las chicharritas ni
las plantas resultaron positivas a fitoplasmas. Los sintomas de
la infeccion por fitoplasmas en una planta, suelen tomar algun
tiempo para desarrollarse, por lo que el tiempo de la asociacion
de los insectos con el hospedero puede ser irrelevante ya que el
vector puede ya no estar asociado con este (Hogenhout y Bos,
2011); de acuerdo con los resultados obtenidos, las plantas de
betabel, chile Mirasol y Ancho asi como rabano mostraron sin-
tomas antes de alcanzar 30 dias después de la infestacion con
adultos de C. tenellus.

Un sintoma distintivo de la fitoplasmosis es el achaparra-
miento o enanismo de las plantas que son afectadas al inicio
del desarrollo de la planta. Estas toman un aspecto arbustivo,
con hojas alargadas, de consistencia gruesa; comunmente no
presentan botones, flores o frutos y usualmente mueren pre-
maturamente (Goldberg, 1995); ademas se ha asociado el
sintoma de hoja pequefia en chile y tomate en Guanajuato y
Sinaloa (Santos et al, 2008). Otros sintomas como la elonga-
cién y fusion de los sépalos de la flor y el aborto del resto de la
estructura floral se ha reportado con el nombre de brote grande
(Big bud en inglés) afectando chile y tomate en diversas areas
del mundo y ha estado asociada con la presencia de fitoplas-
mas transmitidos por esta chicharrita; este sintoma ha recibido
el nombre de yema grande o farol chino en el norte centro de
México (Vellious y Lioliopoulou, 2007; Randall et al.,2009).

A pesar que se ha reportado que las plantas de preferencia
para la alimentacion de C. tenellus, es betabel, rdbano y tomate
(Munyaneza et al., 2010), los resultados de este trabajo, indican
que también las plantas de chile son igualmente factibles de ser
infectadas.

CONCLUSIONES

Adultos de la chicharrita del betabel (Circulifer tenellus
Baker) transmitieron fitoplasmas a plantas de betabel (Beta vul-
garis), rabano (Raphanus sativus) y a dos tipos de Capsicum
annuum (chile ancho y mirasol).

Las plantas de tomate (Solanum lycopersicum) no fueron
positivas a fitoplasmas por técnica molecular, pesar de que
mostraron sintomas de fitoplasmosis.
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