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RESUMEN

Laenfermedad conocida como permanente del tomate causa
grandes dafios en regiones donde el tomate se siembra en el
cicloprimavera-verano. La etiologia de laenfermedad se ha
relacionado con organismos tipo bacteria y su transmision
con el psilido Bactericera (=Paratrioza) cockerelli (Sulc)
(Hemiptera: Triozidae). El objetivo de esta investigacion
fue elucidar la asociacion entre el psilido y la enfermedad.
La obtencion de la fuente de inoculo y los bioensayos de
transmision se realizaron en jaulas entomoldgicas bajo
condiciones de invernadero. La transmision planta de
tomate a planta de tomate fue por injerto a partir de plantas
que mostraban los sintomas caracteristicos en campo. El
tejido de plantas enfermas y del psilido fueron analizados
por PCR, hibridacidn y secuenciacion de productos de
PCR clonados. Los resultados mostraron la reproduccion
de los sintomas de la enfermedad en las plantas de tomate
injertadas y en las expuestas a B. cockerelli. Los bioensayos
de transmision del patogeno por el insecto fueron positivos,
los peroidos de adquisicion fueron: 15 min, 2, 3 y48 hpara
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ninfas y 30 min, 2, 3, 8 y 48 h para adultos, con periodos
de transmision de 15 min, 2 y 24 h para el caso de adultos
y 24 h de incubacion. El producto de PCR de B. cockerelli
fue clonado y secuenciado parcialmente e ingresado
al gene bank con el numero de accesién DQ355020,
esta secuencia present6 una similaridad de 99% con las
accesiones DQ355018 yDQ355019 obtenidas de plantas
de tomate con permanente del tomate, lo cual evidencia
la asociacidn entre el insecto y la enfermedad.

Palabra clave: Bactericera (=Paratrioza) cockerelli(Sulc)

(Hemiptera: Triozidae), enfermedad permanente del
tomate, psilido.

ABSTRACT

The disease known as ‘permanente del tomate’ produces
the greatest damage in those regions where tomato
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plantings are established in the spring-summer season.
The etiology of this disease has been related to non-
cultured type bacteria and its transmission with the
psillid Bactericera (=Paratrioza) cockerelli (Sulc)
(Hemiptera: Triozidae). The objective of this research
was to discern the association between the psillid and
the disease. The obtention of inoculum and the bioassays
for transmission were performed in entomological cages
under greenhouse conditions. Transmission from tomato
plant to tomato plant was performed through grafting
from plants that showed the characteristic symptoms of
the disease in the field. Tissue from diseased plants and
from the psillid was analyzed by PCR, hybridization and
sequenciation of cloned products. The reproduction of the
disease symptoms was observed in tomato plants grafted
and in plants exposed to B. cockerelli. Bioassays of
transmission of this pathogen by the insect were positive,
and the acquisition periods were: 15 min, 2, 3 and 48 h
for nymphs and 30 min, 2, 3, 8 and 48 h for adults, with
transmission periods of 15 min, 2 and 24 h for adults and
24 h of incubation. The product of PCR of B cockerelli
was cloned and partially sequenced and registered in the
gene bank with the number DQ355020, this sequence
presented 99% similarity with accessions DQ355018 and
DQ355019 obtained from diseased tomato plants with
permanente del tomate, which confirms the association
between the insect and the disease.

Key words: Bactericera (=Paratrioza) cockerelli (Sulc)
(Hemiptera: Triozidae), disease permanente del tomate,
psillid.

INTRODUCCION

En la region de El Bajio, México, se reportd por primera
vezlaenfermedad denominada permanente del tomate (PT)
(Garzon-Tiznado, 1984). Es la enfermedad mas dafiina en
las siembras de tomate (Solanum lycopersicum L.) del ciclo
primavera-verano.

Laetiologia de esta enfermedad no es muy clara, ya que
observaciones al microscopio electronico, describen la
presenciade cuerpos pleomorficos en el floema de plantas
enfermas; sin embargo, el analisis de alineamiento de
secuencias de los productos amplificados del gen 16S
rRNA, de estas plantas, presentd solo 80% de similaridad
con fitoplasmas, lo cual no es un elemento para indicar su
relacion con este tipo de patogenos (Ing. Ming Lee, com.
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pers.); no obstante, con algunas bacterias no cultivables su
similaridad fue mayor al 98%, de ahi que se haya decidido
denominarlas temporalmente como “organismo tipo
bacteria no cultivable”.

Este patogeno se ha asociado al insecto Bactericera
cockerelli en plantaciones de tomate donde la enfermedad
esta presente (Becerra-Flora, 1986 y Garzon-Tiznado et
al., 2005) y consistentemente se ha mencionado que B.
cockerelli es inductor de una enfermedad no contagiosa
conocida como “amarillamiento de la papa”, la cual se
describe como un producto de latoxina secretada por las
ninfas durante el proceso de alimentacion en las plantas
(Richards y Blood, 1933). B. cockerelli pertenece a la
familia Psylloidea, que junto con la familia Cicadellideay
Fulgoridea, se han descrito como vectores de procariotes
(Jensen et al., 1964; Kaloostian y Jones, 1968; Harris,
1980; Kaloostian, 1980; Kummert y Rufflard, 1997;
Kawakita et al., 2000; Palermo et al., 2001; Pilkington
etal.,2004).

En la familia Psylloidea se han mencionado el menor
numero de especies vectores y dentro de estos,
s6lo dos géneros, Cacopsyla con varias especies y
Bactericera trigonica (Font et al., 1999). Los del
primer género, se han reportado como transmisores
de fitoplasmas asociados a enfermedades en arboles
frutales, en donde se describen a Cacopsylla
pyri L.y C. pyricola (Forster), transmisores del
‘Pear decline’ phytoplasma (Davies ef al., 1992), del
grupo 16SrX-C (Kummert y Rufflard, 1997; Lee et
al., 1998); C. melanoneura (Forster) y C. costales;
Cacopsyllapictatransmisores del ‘Appleproliferation’
phytoplasma (Alma ef al., 1997; Frisinghelli et al.,
2000; Jarausch et al., 2003), grupo 16SrX-A (Lee et
al., 1998),y C. pruni como transmisor del European
‘stone fruit yellow’ phytoplasma (Carraro et al.,
1998), grupo 16SrX-B (Leeetal., 1998) y Bactericera
trigonica como transmisor de un fitoplasma
asociado al grupo del ‘Stolbur’ (Sr16XII) en el
cultivo de zanahoria (Font et al., 1999; Weintraub
y Beanland, 2006).

Por otro lado, se han descrito dos especies de
bacterias no cultivables restringidas al floema, que
causan una enfermedad en citricos descrita como
“Huanglongbing”, pertenecientes a la subdivision
a-Proteobacteria y previamente propuestas como
“Candidatus Liberobacter africanum”y “Candidatus
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Liberobacter asiaticum”, las cuales son transmitidas por
los psilidos Trioza erytreae (Del Guercio) y Diaphorina
citri (Kuwayama) (Hocquellect), respectivamente
(Jagoueix et al., 1996).

Sin embargo, en México se ha relacionado a B. cockerelli
con dos enfermedades contagiosas, permanente del tomate
(Garzon-Tiznado, 1984; Becerra-Flora, 1986) y punta
moradadelapapa(Salas-Marina, 2006) y recientemente, con
la enfermedad de la papa denominada zebra chip, en donde
laasociacion con fitoplasmas no es muy clara(Munyaneza et
al.,2007); no obstante, se hamencionado unanuevaespecie
del hunglongbing descrita como “Candidatus liberibacter
psyllaurous” (CLP) infectando tomate y papa y asociada
a B. cockerelli como vector (Hansen et al., 2008; Liefting
et al., 2008). En este articulo se presentan las primeras
evidencias de B. cockerelli como vector de un organismo
tipo bacteria, asociado a la enfermedad permanente del
tomate en México.

MATERIALES Y METODOS

Fuente de inéculo. La fuente de inoculo se obtuvo
en invernadero por medio de injerto. Para ello, puas
de plantas de tomate que manifestaban los sintomas
caracteristicos del PT en campo, fueron injertadas en
plantas sanas de tomate en invernadero. Las plantas
injertadas se colocaron en camara himeda durante 5 dias,
posteriormente se colocaron en jaulas entomologicas,
hasta la manifestacion de sintomas.

Coloniadeinsectos. Lacoloniade B. cockerelli se establecio
en plantas de chile ancho cv. Criollo San Luis (Capsicum
annuum L.), ya que los ensayos previos de transmision del
PT por injertos de tomate enfermo-chile sano-tomate sano,
fueron negativos. Las plantas de chile fueron sustituidas
periddicamente por otras, ya que las altas poblaciones de
ninfas causaron lamarchites de éstas por su efecto toxinifero
en plantas jovenes. Antes de iniciar los bioensayos de
transmision, se analiz6 por PCR una muestra de 10 insectos
de cada una de las plantas colonizadas.

Ensayos de transmision. Se establecieron tres ensayos
de transmision del agente causal del PT, de planta de
tomate a planta de tomate. EI primero para determinar
la capacidad como vector de B. cockerelli (Cuadro
1). En este caso, los insectos se expusieron 24 h para
adquisicion del patogeno de plantas de tomate enfermas
y otras 24 para que efectuaran la inoculacion del mismo
en plantas sanas. Los siguientes bioensayos se efectuaron
para conocer los periodos de adquisicion (PDA) (Cuadro
2) y de inoculacion (PDI) (Cuadro 3). En todos los casos,
previo al bioensayo, se colocaron adultos en cajas petri para
someterlos aun periodo de ayuno por 60 min. Como testigo
los insectos fueron colocados directamente en plantulas de
tomate sanas (Cuadro 1). Los bioensayos se realizaron
en laboratorio y posteriormente, las plantulas se llevaron
al invernadero durante 20-40 dias hasta la manifestacion
visual de los sintomas. La confirmacion de la transmision se
realizé por comparacion del sindrome descrito por Garzon-
Tiznado (1984), para injertos en serie, e hibridacion tipo
dot blot y por PCR, como se explica posteriormente.

Cuadro 1. Ensayo de transmision del agente causal de la enfermedad permanente del tomate por Bactericera

cockerelli Sulc.

Tratamiento Adquisicion Inoculacion Adultos planta Transmision (%)
() (h)
Pruebas individuales 24:00 24 1 *9/48 18.75
Testigo 0:00 24 1 0/11 0.0
Pruebas masales 24:00 24 10 13/46 26.0
Testigo 0.0 24 10 0/11 0.0

*Numerador=nimero de plantas con sintomas; denominador=numero de plantas probadas.
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Cuadro 2. Ensayos sobre el periodo de adquisicion de Bactericera cockerelli Sulc, en la transmision del agente
causal de la enfermedad permanente del tomate.

Tiempo de adquisicion Ninfas Adultos
0 min 0/6 0/6
15 min 4/6 0/6
30 min 0/6 2/6
1:00h 0/6 0/6
2:00h 2/6 2/6
3:00h 2/6 1/6
8:00h 0/6 1/6
24:00 h 0/6 0/6
48:00 h 1/6 1/6

*Numerador= nimero de plantas con sintomas; denominador=numero de plantas probadas.

Cuadro 3. Ensayos sobre el periodo de inoculacion por adultos de Bactericera cockerelli Sulc, y analisis molecular
del ADN, en la transmision del agente causal de la enfermedad permanente del tomate.

Periodo Transmision Transmision Analisis molecular del ADN

ninfas (%) Hibridacion PCR
0 min 0/5% 0 - -
15 min 1/5 20 + +
30 min 0/5 0 - -
lh 0/5 0 - -
2h 2/5 40 + +
24h 2/5 40 + +

*Numerador=nimero de plantas con sintomas; denominador=numero de plantas probadas.

Transmision por injertos en serie. A partir de plantas sanas de tomate en dos series sucesivas (Cuadro 4). En
con sintomas del PT, en los ensayos de transmision via cadaserie se emplearon cinco plantas sanas de tomate, las
insectos, se obtuvieron “puas” pararealizar la transmision cuales fueron colocadas en invernadero para el registro
seriada del patdogeno. Las puas se injertaron en plantas de los sintomas caracteristicos del PT.

Cuadro 4. Pruebas de transmision por injertos en serie del agente causal de la enfermedad permanente del tomate.

Tratamiento Transmision Aparicion de sintomas (%)
Serie | *5/5 18 a 25 dias 100
Serie 11 5/5 18 a 25 dias 100

*Numerador=nimero de plantas con sintomas; denominador=numero de plantas probadas.



Asociacion de Hemiptera: Triozidae con la enfermedad permanente del tomate en México 65

Analisis del ADN por PCR. En el ensayo de transmision
descrito en el Cuadro 3 se analiz6 por PCR el ADN extraido
de plantas de tomate que manifestaron los sintomas del PTy
deaquellas que no los manifestaron. En otro experimento, se
analizo tejido de una planta de tomate con sintomas del PT,
colectada en el municipio de Comonfort, Guanajuato, asi
como de huevecillos, ninfas y adultos de B. cockerelli que
colonizaban esta planta. Por otro lado, en Dolores Hidalgo,
Guanajuato, fueron colectados adultos en plantas de chile
(Capsicum annuum L.) y otros en una especie silvestre
conocida como “jarilla” (Figura 1). La extraccion del
ADN de tejido vegetal se realizo a partir de la metodologia
previamente descrita (Dellaporta et al., 1983; Almeida-
Ledn, 2001) y la de insectos por el método de Doyle (Doyle
y Doyle, 1990). Para el analisis por PCR se emple6 el
método “anidado” reportado por Gundersony Lee (1996). Se
utilizaron dos pares de iniciadores que amplifican la region
correspondiente al gen 16S Rrna y el espacio intergénico
16S-23S.
1 9
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Figura 1. Gel de agarosa de productos de PCR anidado.
Carriles1y9,marcadores detamaifio molecular
(escalera de 1-Kb); carriles= 2, huevecillos
de B. cockerelli; 3= ninfas; 4= adultos; 5=
planta de tomate con sintomas de PT donde se
colectaron los insectos; 6= adultos colectados
en planta de chile; 7= adultos colectados en
“jarilla”; 8= planta de tomate sana.

En la primera reaccion se utilizé el par P1/P7 y para la
segunda amplificacion o “anidado” el par R16MF2/
R16R2, con lo que se genera un fragmento predicho de
1.4 kb aproximadamente. En la mezcla de reaccion se

empleo el amortiguador 1X, a base de Tris HCI 10 mM,
pH 8.3, KCI 50 mM, MgCl, 1.0 mM, desoxinucleotidos
0.1 mm (Datp, Dctp, Dgtp, Dttp), iniciadores 5 mM,
Tag ADN polimeraza 0.6 Uy 25 ng de ADN gendémico.
Se agregd agua libre de nucleasas hasta completar un
volumen de 15 mL. Paralasegunda reaccion se sustituyo
el ADN porunmL dela suspension de la primerareaccion
de amplificacion, el par de iniciadores empleado fue el
R16MF2/R16R2,ysellevo aun volumen total de 25 mL
con agua libre de nucleasas. Lareaccion de amplificacion
sellevoacaboenuntermociclador Eppendorfprogramado
para 35 ciclos con temperatura de desnaturalizacion de 1
min a 94 °C, alineamiento 2 min a 55 °C, polimerizacion
3mina 72 °C, conun precalentamiento a 94 °C durante 1
miny una extension final de 10 mina 72 °C. Los productos
de PCR se analizaron enun gel de agarosaal 1.5%, tefiido
con bromuro de etidio (0.5ug/mL) y se visualizaron en
un transiluminador de luz ultravioleta.

Analisis por hibridacion tipo dot blot. La hibridacion
tipo dot blot se utilizé en el analisis del ADN extraido
del ensayo de PDI (Cuadro 3), para ello, un fragmento de
ADN amplificado por PCR correspondiente al ADN de
plantas de tomate enfermas colectadas en un invernadero
comercial, en Celaya, Guanajuato, fue empleado como
sonda en el analisis de hibridacion. Este ADN fue aislado
y purificado segun las especificaciones del proveedor
(QUANTUM PREP GEL SLICE, BIO-RAD®).

El1ADN amplificado fue marcado con Fluoresceina-Dutp
seguin las recomendaciones (GENE IMAGES RANDOM
PRIME LABELLING MODULE, AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH®). La sonda se almacend en
alicuotasde 10 uL,a-12 °C parasuuso en la hibridacion
molecular. Esta se desarrollé de acuerdo al método
descrito por la empresa (GENE IMAGES CDP-STAR
DETECTION MODULE,AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH®).

Para ello, una vez confirmada la presencia del ADN
purificado en agarosa, se procedié a desnaturalizar y
neutralizarlo para su transferencia a una membrana
de Nylon, Hybond-N* (AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH®). E1 ADN se fijé a la membrana por
exposicion durante 5 min a luz UV, y se almaceno en
refrigeracion. Cada membrana fue prehibridada durante
30mina60°C,enunasolucion SSC5X, SDS 0.1% (p/v)
+ liquido de bloqueo 20X y Dextran sulfato 5%, para de
ahihibridarseen 10 uL 1asonda marcadaa 60 °C durante
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toda la noche y con agitacion constante. Terminado
el tiempo, se realizaron los lavados en solucion SSC
1X/SDS 0.1% a 60 °C/15 min y un segundo lavado en
solucion de SSC 0.1X/SDS 0.1% bajo las condiciones
anteriores. Cada membrana se lavé con Tween 20 (0.3%)
y posteriormente se le adiciond el reactivo de deteccion
y se dejoé incubando por 5 min, para ser expuesta a
una pelicula de rayos X (Hyperfilm, Amersham),
durante 15 min.

Clonacion y secuenciacion del ADN de B. cockerelli.
Un fragmento amplificado de 1.4 Kb a partir del
ADN de ninfas de B. cockerelli (1194-2), fue clonado
empleando el paquete TOPO TA Cloning (Invitrogen
Life Technologies) siguiendo la reaccion indicada en el
protocolo del proveedor y secuenciado segun el método
2" triphosphates 3'-dideoxynucleotide (ddNTPs) (Tanne
etal.,2001), utilizando el Secuenciador Automatico de
ADNLI-COR®(LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA 68504)
modelo 4200 Global EditionIR? System. Lasecuenciacion
viaPCR del vector PCR®4-TOPO® (Invitrogen™ Corp.,
Carlsbad, CA, USA 92008) con el inserto de interés
se realiz6 mediante iniciadores universales marcados
fluorescentemente IRD800 (heptamethine, A 795 nm)
e IRD700 (pentamethine carbocyanine, A 685 nm), y
los protocolos especificos para Termo Sequenase® y
SequiTherm EXCEL™ II. El proceso de electroforésis
y captura de datos de la Secuencias de ADN fue a través
del programa e-Seq™ version 3.0.1 y Gene ImagIR™
Software para Windows y LI-COR® (LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, USA 68504).

Analisis del alineamiento de secuencias (clustal
W). Las secuencias obtenidas a partir del ADN de B.
cockerellien estainvestigacion (1194-2), las obtenidas de
plantas enfermas de tomate, depositadas en el gene bank
con los nimeros DQ355019 y DQ355018, asi como las
secuencias descritas para fitoplasmas: L.33760 (tomato
big bug mycoplasma-like organism, 16SrVI),AF222064
(tomato big bud phytoplasma-16SrVI), AF494529
(tomato big bud phytoplasma-16SrVI), DQ375328
(tomato little leaf phytoplasma) y DQ370434 (tomato
yellows phytoplasma) (Figura 2), fueron alineadas base-
a-base con el software MultAlin (Multiple Sequence
Alignment, http://www.jouy.inra.fr) del programa
Clustal W (Corpet, 1988). Con el método "Blast 2
sequences” se obtuvieron los porcentajes de identidad
entre las secuencias (Tanne, 2001).

José Antonio Garzon-Tiznado et al.

RESULTADOS

Colonia deinsectos. El insecto B. cockerellifue identificado
de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas descritas

previamente (Marin-Jarillo et al., 1995) y las colonias en
plantas de chile se desarrollaron en forma satisfactoria;
sin embargo, antes del inicio de la floracion las plantas se
marchitaban y morian, tal vez por el efecto de las toxinas
secretadas por las ninfas que se desarrollaban en éstas
(Richards y Blood, 1933), por lo cual se sustituyeron en
forma frecuente por nuevas plantas. Los ADN’s extraidos
de ninfas y adultos colectados de estas plantas fueron
analizados por PCR y sélo se emplearon insectos de
colonias que resultaron negativas.

Ensayos de transmision. En el Cuadro 1 se describen
los resultados de transmision del PT, en donde nueve de
48 plantas manifestaron los sintomas de la enfermedad
en el ensayo con un insecto por planta, lo que mostrd
18.75% de plantas con sintomas. En el ensayo con 10
insectos por planta, 13 de 46 plantas manifestaron los
sintomas de la enfermedad, con lo que se obtuvo 26%
de plantas con sintomas. Para el caso de los testigos
correspondientes, no se detectaron plantas con sintomas.
En todos los casos, los sintomas caracteristicos de la
enfermedad se manifestaron entre 25 a 30 dias posteriores
a la transmision.

Transmisién porinjertos enserie. E1 100% delas plantas
injertadas en forma seriada, a partir de puas obtenidas
de plantas de tomate empleadas en la transmision por
insectos, presentaron los sintomas caracteristicos del
PT entre los 18 a 25 dias posteriores a la realizacion del
injerto (Cuadro 4).

Periodo de adquisicién. Se detectaron plantas con
sintomas del PT, en los PDA por las ninfas a los 15
min, 2:00, 3:00 y 48:00 h, con cuatro, dos dos y una
planta, respectivamente (Cuadro 2), no se detecto
transmision a partir de insectos que permanecieron
durante 30 min, y 1:00, 8:00 y 24:00 h, mientras que
para los adultos, los sintomas se detectaron en dos, dos,
una, una y una planta a partir de los PDA de 30 min,
2:00, 3:00, 8:00 y 48 :00 h, respectivamente, siendo
negativos los tiempos de 15 min, 1:00y 24:00 h (Cuadro
2). La manifestacion de sintomas en ambos casos se
dio a los los 25 dias después del inicio del bioensayo.
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Figura 2. Arbol de distancias filogenéticas por el alineamiento entre secuencias parciales de las accesiones del gene
bank: DQ355020 obtenidas a partir del ADN de B. cockerelli en estainvestigacion, DQ355019y DQ355018,
correspondientes a plantas de tomate con sintomas de PT y las accesiones de fitoplasmas, depositadas
previamente con los nimeros, .33760 (tomato big bug mycoplasma-like organism), AF222064 (tomato big
bud phytoplasma), AF494529 (tomato big bud phytoplasma), DQ375328 (tomato little leaf phytoplasma)

y DQ370434 (tomato yellows phytoplasma).

Determinacion del periodo de inoculacion. El periodo
de inoculacion del agente causal del PT se registr6 a partir
de los 15 min de alimentacion del insecto, en donde una
de cinco plantas manifestd los sintomas del PT. No se
observaron sintomas de los tratamientos entre 30 a 60 min;
sin embargo, tratamientos con tiempos mayores de 2:00 y
24:00 h, presentaron dos plantas enfermas en cada caso.
La presencia del OTB fue confirmada por el anélisis del
ADN de las plantas enfermas y sin sintomas, al registrarse
la amplificacion de un fragmento predicho de 1.4 kb en los
tratamientos que presentaron plantas enfermas (Cuadro
3) y adultos del insecto (Figura 1) y por los resultados
positivos de la hibridacion molecular de esas mismas
plantas. No se observaron sefiales de amplificacion ni de
hibridacion del ADN en los controles negativos (0:0 min)
y en plantas que no presentaron sintomas (Cuadro 3).

Analisis de PCR-anidado de B. cockerelli. Se observo la
amplificacion del fragmento predicho de 1.4 Kb en ADN
extraido de huevecillos, ninfas, adultos y planta de tomate
enferma de donde se colectaron los insectos, asi como
de adultos colectados en plantas de chile y jarilla; dicho
fragmento no fue amplificado en ADN extraido de planta
de tomate sin sintomas de PT (Figura 1).

Analisis de alineamiento de secuencias. En el arbol de
distancias filogenéticas entre las secuencias parciales
alineadas base-base (Figura 2) de las accesiones
correspondientes al PT y B. cockerelli y las descritas
previamente para fitoplasmas en tomate se observaron: en
el primero, una similitud entre 98 - 99% entre las accesiones
DQ355020, obtenida del ADN de B. cockerelli, DQ355019
y DQ355018, generadas a partir del ADN de plantas de
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tomate con sintomas del PT (Cardenas-Valenzuela et al.,
en proceso); en un segundo grupo, con una similitud de
80% al primero, correspondientes alas accesiones descritas
para fitoplasmas, 1.33760 (tomato big bug mycoplasma-
like organism), AF222064 (tomato big bud phytoplasma),
DQ375328 (tomato little leaf phytoplasma) con una
similitud 99% entre ellas, y un tercer grupo muy distante
correspondiente a las accesiones AF494529 (tomato big
bud phytoplasma) y DQ370434.

DISCUSION

La planta de chile (Capsicum annuum L.), fue un buen
hospedante para el desarrollo de B. cockerelli; sin embargo,
fue necesario utilizar plantas entre la primera y la segunda
flor, ya que las jovenes en estado de seis hojas, morian
después de 20 dias de estar colonizadas por ninfas del
insecto, lo mismo sucedi6é con plantas jovenes de tomate;
esta situacion puede estar relacionada con el efecto
toxinifero de las ninfas, las cuales se ha reportado que
llegan a causar la muerte de plantas de papa o tomate
(Richards y Blood, 1933).

Lafuente de indculo del PT, se establecio en invernadero
por medio de injerto y posteriormente, después del
primer ensayo de transmision con B. cockerelli (Cuadro
1), el agente infeccioso fue transmitido en dos series
de injerto (Cuadro 4), esto indica que la enfermedad
puede establecerse sin necesidad del vector, por lo que
deducimos que existe un agente causal del PT, al que
temporalmente denominamos “organismo tipo bacteria”
(OTB), por la alta identidad entre este agente y las
secuencias alineadas con bacterias (98%) y por la baja
similitud detectada en alineamientos con fitoplasmas
(82%) (Cardenas-Valenzuela et al., en proceso). Los
resultados posteriores de transmision del OTB descritos
en los Cuadros 2 y 3, fueron consistentes con el Cuadro
1, al permitir la reproducibilidad de los sintomas del PT
en plantas de tomate.

Este tipo de experimentos, tal y como lo describen
algunos autores (Lefol et al., 1993; Vega et al., 1993;
Vegaetal., 1994), sonbasicos en el proceso de busqueda
del vector de un agente infeccioso. Para esto, inicialmente
se emplearon ninfas en 3° y 4° estadio de desarrollo por
ser faciles de manejar y para mejorar la eficiencia en la
transmision del OTB de acuerdo a resultados previos

José Antonio Garzon-Tiznado et al.

en este estudio (Cuadro 2); no obstante, se utilizaron
adultos para reducir la confusion o “enmascaramiento”
de los sintomas de amarillamiento inducidos por las
ninfas (Richards y Blood, 1933), con los inducidos
por este OTB (Garzon, 1984).

Conlosresultados de transmision por injerto y por el uso de
adultos de B. cockerelli, descritos en los Cuadros 1,2, 3y
4, se presentan los primeros indicios de que la enfermedad
permanente del tomate en México, es causada por un agente
infeccioso asociado al insecto B. cockerelli y elimina la
posibilidad de que estos sintomas hayan sido inducidos
por latoxina que produce éste insecto. Evidencia adicional
se observo con el analisis molecular realizado a partir del
ADN extraido del insecto y de tejido de plantas de tomate
enfermas, ya que ambos fueron positivos por hibridacion
tipo dot blot con el uso de un fragmento amplificado de
ADN, extraido de plantas de tomate con sintomas del
PT, y confirmado posteriormente con la amplificacion
tipo PCR anidado de este agente en las plantas de tomate
con sintomas; en todos los casos el control fue negativo.
En lo que respecta al tipo de transmision, los resultados
indicaron que la relacion B. cockerelli/ PT, tiende a ser
persistente, ya que el patogeno logré transmitirse después
de 24 h de incubacidn en el insecto, con PDA entre los 15
a30miny PDI entre los 15 a 30 min para ninfas y adultos,
respectivamente (Cuadros 2 y 3). Ademas, se observo que a
medida que el periodo de adquisicion fue mayor, se registrd
un ligero incremento en la eficiencia de transmision.

Algunosdelosresultados anteriores difieren parcialmente
conlomencionado en laliteratura, como en el caso de los
fitoplasmas en su vector las chicharritas, ya que el ciclo
completo “adquisicidn-incubacion-transmision” de estos
ha sido reportado desde unos pocos hasta 80 dias (Moya-
Raygoza y Nault, 1998; Murral et al., 1996), tiempo
mayor que el requerido por B. cockerelli, para transmitir
el OTB, cuyo periodo de latencia en nuestro estudio fue
de s6lo 24 h y de minutos en adquisicion y transmision;
sin embargo, el periodo de adquisicion que va de minutos
hasta varias horas en chicharritas (Purcell, 1982), fue
similar a lo obtenido en este bioensayo. Asimismo se
establece que B. cockerelli logré adquirir y transmitir
el OTB a partir de plantas de tomate y la transmision
fue directa a tomate, a diferencia de los fitoplasmas
transmitidos por chicharritas los cuales tienen que ser
adquiridos a partir de especies silvestres antes de ser
transmitidos al cultivo (Bosco et al., 1997).
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En lo que se refiere a la edad fisiologica de los insectos
como vectores, no obstante que se hamencionado que ésta
no influye en su capacidad para transmitir el fitoplasma
(Chiykowskiy Sinha, 1998), estudios recientes describen
queninfasrecién eclosionadas de Euscelidius variegatus
fueron menos eficaces en adquirir al CY (amarillamiento
del crisantemo) que ninfas del quinto estadio (Palermo et
al.,2001), y en ciertos casos las ninfas son mas eficientes
para adquirir al fitoplasma que los adultos (Nagaich et
al.,1974; Murral, 1996). Este ultimo reporte coincide con
los observados en este estudio, en donde las ninfas de B.
cockerellirequirieron de menor tiempo (15 min) que los
adultos (30 min) para adquirir al agente causal del PT y
en general el nimero de plantas que resultaron positivas
en el bioensayo fue mayor con el uso de ninfas, con nueve
plantas infectadas y siete con adultos (Cuadro 2).

No obstante que pocos agentes fitopatdgenos u otros
procariotes simbioticos pueden ser transmitidos en
forma transovarica por su vector, se consideraba que los
fitoplasmas no se podian transmitir de esta manera; sin
embargo, algunas investigaciones han reportado este tipo
de transmision para Hishimonoides sellatiformis, vector
del fitoplasma mulberry dwarf (grupo 16Srl) (Kawakita
et al.,2000), y en Schaphoideus titanus, transmisor del
aster yellow (grupo 16SrI), los cuales se han detectado en
huevecillo y ninfas mediante PCR (Almaetal., 1997), lo
que sugiere la posible transmision transovarial de estos
patogenos. Estudios recientes han asociado a B. cockerelli
con sintomas de amarillamiento de hojas en papa y de
“zebra chip” (sintomas de manchado del tubérculo) en
papa (Munyanesa et al., 2007) y mas especificamente,
otros asocian a “Candidatus Liberibacter psyllaurous”
(CLP) con zebra chip en papa, tomate y B. cockerelli
(Lieftingetal.,2008; Hansen et al., 2008), coincidiendo
con nuestros resultados, estos ultimos investigadores,
mencionaron que por medio de PCR, lograron detectar a
CLP, en huevecillos y ninfas de B. cockerelli colonizando
plantas de papa y tomate.

Coincidentemente con estos autores, en este estudio, se
amplifico un fragmentode 1.4 Kbenel ADN correspondiente
a huevecillos de este insecto, hospedando plantas de
tomate con sintomas del PT, asi como en ninfas y adultos,
correspondientes a esta colonia de insectos (Figura 2),
lo que representa un indicio mas de que B. cockerelli
puede estar transmitiendo un agente infeccioso en forma
transovarica en tomate. No obstante, se ha mencionado que
los fitoplasmas en el caso de las chicharritas puede penetrar

intracelularmente a través del epitelio celular del intestino,
pasar al intestino medio, de ahi al hemocele e infectar otros
tejidos como tubos de Malpighi (Lherminier et al., 1990) y
solo si llegan a los o6rganos reproductivos (Kawakita et
al., 2000), pueden pasar de ahi a los huevecillos. Por lo
anterior, la confirmacion transovarica se obtendra cuando
se realicen los ensayos biologicos de transmisibilidad a
plantas de tomate (Vega et al., 1994).

En lo que respecta a la relacion filogenética establecida
por el analisis de las secuencias parciales de las accesiones
DQ355020, DQ355019 y DQ355018, correspondientes
al ADN de ninfas de B. cockerelli y plantas de tomate con
sintomas del PT, respectivamente, el analisis reveld una
identidad de 98 a 99% entre ellas, con lo cual se evidencia
la elevada relacion genética entre las tres secuencias
asociadasalaenfermedad del PTy porotrolado, unarelacion
filogenéticamuy lejana con fitoplasmas, en el sentido de que
elagente causal del PT estd masrelacionado conun OTB que
conun fitoplasma. Porotro lado, en publicaciones recientes,
se ha descrito a CLP asociado a B. cockerelli (Hansen et al.,
2008; Liefting et al., 2008), lo que coincide con nuestros
resultados. Sin embargo, aun y cuando existen similitudes
en varios aspecto relacionados con la transmision, como es
ladeteccion del agente infeccioso en huevecillos y ninfas de
B. cockerelli del CLPy OTB (nuestro estudio), asi como enel
tiempo de expresion de sintomas que vade 3 a4 semanas, es
posible que los sintomas no coincidan exactamente, ya que
los descritos para el CLP son un amarillamiento en tomate,
mientras que para el OTB asociado al PT son de aborto de
flor, hojas quebradizas, de un color verde intenso, aunque
finalmente la planta llega a amarillarse y morir.

Losresultados aqui descritos representan la evidencia
molecular y bioldégica de que B. cockerelli esta
asociada a la transmision del agente causal del PT;
dichatransmision parece ocurrir de manera persistente
y se presentan los primeros indicios de que su forma
de transmision es transovarica.

CONCLUSIONES

Elagente causal de la enfermedad PT, se logro transmitir
por injerto.

El psilido B. cockerelli participa como transmisor
del agente causal de la enfermedad permanente del
tomate.
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La transmision del agente causal de la enfermedad
permanente del tomate, se logro de planta de tomate a
otra de tomate.

La adquisicion y transmision del patdégeno por B.
cockerelli, indican que la relacion es persistente y
posiblemente transovarica.

Se reporta por primera vez a B. cockerelli como vector
de un organismo tipo bacteria en plantas de tomate.
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