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RESUMEN: Candidatus Liberibacter solanacearum se ha asociado a algunas enfermedades en cultivos como tomate, papa
y otras solanaceas, causando las enfermedades conocidas como “permanente del tomate” o “Zebra chip” en papa, la cual es
transmitida por el psilido del tomate, Bactericera cockerelli Sulc. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de
Liberibacter solanacearum en tejido de tomate y en el insecto vector Bactericera cockerelli. Se colectaron un total de 42
muestras de tomate y 44 especimenes de B. cockerelli en un campo experimental de la Universidad Auténoma Agraria
Antonio Narro en noviembre del 2013. A las muestras colectadas se les realiz6 extraccion de ADN mediante el método de
CTAB. Con el fin de detectar la presencia de L. solanacearum se utilizd la técnica de PCR y los primers AO2 y Qi2C. Se
encontré que la extraccion de ADN mediante el método de CTAB es eficiente tanto para el tejido de tomate como para el
insecto B. cockerelli. Se detectd L. solanacearum en 12% de las muestras de tomate. También se detectd la presencia de L.
solanacearum en el 68% de los especimenes de B. cockerelli.
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Detection of Liberibacter solanacearum in tomato and in its vector insect Bactericera cockerelli in
Torreon, Coahuila

ABSTRACT: Candidatus Liberibacter solanacearum has been associated to some diseases in several crops such as tomato,
potato and other solanceous crops, causing the disease known as “permanente del tomate” and “Zebra chip” in tomato and
potato, which are transmitted by the tomato psyllid, Bactericera cockerelli Sulc. The objective of this study was to
determine the incidence of Liberibacter solanacearum in tomato plants and in the vector insect B. cockerelli. A total of 42
samples of tomato and 44 specimens of B. cockerelli were collected in experimental plots at the Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro in November 2013. DNA was extracted from the tomato and insect samples by the CTAB method.
For detecting the incidence of L. solanacearum the PCR technique and the primers AO2 y Oi2C were carried out.
Extraction of DNA by the CTAB method was efficient for both the tomato plants and the insect B. cockerelli. The bacteria
L. solanacearum was detected in 12% of tomato samples. Also, this pathogen was detected in 68% of the B. cockerelli
specimens.
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Introduccion

Lycopersicon esculentum Miller, conocido cominmente como tomate, es una especie de la
familia de las solanaceas originaria de México y cultivada en todo el mundo por su fruto comestible
(Lopez, 2012). EI tomate es la hortaliza mas difundida en todo el mundo, y la podemos encontrar en
mas de 170 paises, su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion y comercio; a
nivel mundial se mencionan 4.6 millones de ha/afio con una producciéon de 126 millones de ton/afio
(FAOSTAT 2007), la superficie nacional ronda las 980 ha/afio con una produccion entre 55.000 mil a
60.000 mil ton/afio. Sin embargo, la produccion de tomate se ve fuertemente amenazada afio tras afo
por el ataque de insectos y enfermedades. Los cuales constituyen un factor limitante en la produccion
de tomate en muchas partes del mundo. Entre los principales patdgenos que disminuyen el rendimiento
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y demeritan la calidad en tomate se encuentran las enfermedades inducidas por hongos y bacterias. Una
de las bacterias de gran importancia es Candidatus Liberibacter solanacearum (Calso) (Liefting et al.,
2009), comunmente conocida como “Zebra chip”, esta bacteria se ha asociado a algunas enfermedades
en cultivos como tomate, papa y otras solandceas, es una enfermedad relativamente nueva y es
transmitida por el psilido Bactericera cockerelli sulc (Calso) ha causado pérdidas millonarias a los
productores inclusive el abandono total del cultivo. Esta bacteria se detectd en México en el cultivo de
papa en saltillo en 1994, actualmente estd distribuida en los estados de Coahuila y Sinaloa, y
actualmente se le encuentra en cultivos de tomate y en chile (Capsicum annuum L.). Las técnicas
moleculares hoy en dia han tomado un gran auge para la identificacion y caracterizacion de las especies
microbianas en diferentes ambientes, ya que estas son sensibles, rapidas y especificas. Por lo anterior,
el proposito del presente estudio fue detectar la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum en el
cultivo de tomate, asi como en su vector Bactericera cockerelli, en Torredn, Coahuila.

Materiales y Método

Colecta de muestras de tejido vegetal. EI método de colecta fue dirigido a plantas
sintomaticas (marchitez, muerte foliar o cambio en la coloracion en la planta) en las diferentes partes
del cultivo. Se colectaron un total de 42 muestras de tejido de planta de tomate en cultivos en campo
abierto durante noviembre de 2013, del total de las muestras 23 correspondieron a la variedad Sahel y
19 a la variedad Top1182. Bajo distintos tratamiento; sin control quimico se obtuvieron 11 muestras de
tejido y 12 muestras con control quimico de la variedad Sahel y 11 muestras sin tratamiento quimico y
8 muestras con tratamiento quimico de la variedad Top 1182. Todas la muestras fueron colocadas en
bolsas de plastico y etiquetadas de acuerdo a sus datos sobre variedad, tratamiento y repeticiones; se
transportaron a temperaturas de 4, para su traslado al laboratorio, finalmente las muestras fueron
colocadas a -70°C para su posterior procesamiento.

Colecta de muestras de Bactericera cockerelli. Se colectaron 44 especimenes, los cuales
fueron obtenidos mediante distintos métodos de colecta, directa con aspiradores manuales y con red
entomoldgica. Los especimenes se colocaron en tubos falcon, se trasladaron al laboratorio, donde se
almacenaron a temperatura de -70C para la extraccion de ADN.

Extraccion ADN. Para la extraccion de ADN de tejido vegetal se tom6é 5 mm de diametro de
una hoja. Para la extraccion de ADN de los insectos se tom6 de forma individual siguiendo el método
de CTAB (cetyl trimethyl amonium bromide).

Amplificacion de ADN. La deteccion de L. solanacearum en tubos Eppendorf de 0.2 mL con
un volumen total de reaccion de 25 ul en un PCR punto final, de acuerdo al procedimiento de
Sambrook et al., (1989), el cual consiste en utilizar 5 pl de Buffer de PCR 5X, 1ul de MgCl 25x Mn,
concentracion final. 0.5 pl de dNTPs 2.5Mn, concentracion final, 0.5ul de cada primer de 10
picomoles/pl concentracion final, los primers fueron AO2 5 -gcgcttatttttaataggagcggca-3” y Oi2C 5°-
gcctegegacttcgcaacccat-3” (Liefting et al., 2009) 0.5ul cada uno (1.5 U) Tag DNA polimerasa, 15
agua de grado MiliQ y 2 uL de DNA. EI programa térmico que se utilizo, consiste en una temperatura
de 94°C por 5 minutos y 36 ciclos de las temperaturas 94-55-72°C durante 30-30-60 segundos. Por
ultimo se dara una extension final a 72°C durante 6 minutos. La amplificacion se llevara a cabo en un
termociclador (MAXYGENE Thermal Cycler therm 1061 Ver 1.6).

Visualizacion del DNA. Los productos extraidos asi como los productos amplificados fueron
visualizados en geles de agarosa al 0.8% y 1.5% respectivamente, con amortiguador TBE 0.5% (tris
base, acido bdrico, EDTA al 0.5M Ph 8.0). Se empled un marcador de peso molecular de 100 a 3,000
pb (Axygen Ladder) como referencia. Los geles fueron fotografiados en un fotodocumentador
Multidoc-1T UVP®
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Resultados y Discusion

Extraccion de ADN y deteccion de L. solanacearum por PCR en plantas de tomate. Se
realizaron 42 extracciones de ADN directamente de tejido de tomate sintomatico, como estrategia para
la deteccion de L. solanacearum por PCR. Del total de muestras procesada para extraccion, todas
dieron positivo, por lo que se considera que el método de CTAB es un método eficiente para extraccion
de tejido vegetal (Fig. 1). Los productos de PCR obtenidos correspondieron a un tamafio fragmentos de
aproximadamente 1500 pb (Liefting et al,. 2009 y Gutiérrez et al.,2013) y solo se obtuvieron 5
muestras positivas del total de muestras procesadas, lo que corresponde al 12% de muestras positivas
para la deteccion de L. solanacearum (Fig. 2).
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Figura 1. Extraccion de ADN de L. esculentum, mediante el método de CTAB, en geles de agarosa al 0.8%.
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Figura 2. Amplificacion de PCR para la deteccién de L. solanacearum en tomate: Carriles 36 y 38 positivos en tejido de
tomate; C+ control positivo; C- control negativo. M/M marcador de peso molecular de 3000 pb (Axigen Ladder).

Extraccion de ADN y deteccion de L. solanacearum por PCR en B. cockerelli. Se realizaron
44 extracciones de ADN de especimenes individuales de paratrioza. Del total de muestras procesadas
para la extraccion 43 dieron positivo, por lo que se infiere que el método de CTAB es un método
eficiente para extraccion de ADN en B. cockerelli y algunos otros insectos (Fraga et al,. 2004) (Figura
3). Los productos de PCR obtenidos correspondieron a un tamario de fragmentos de 1500 pb (Liefting
et al,. 2009 y Gutierrez et al.,2013) y se obtuvieron 30 muestras positivas del total de muestras
procesadas, 1o que corresponde al 68% de muestras positivas para la deteccion de L. solanacearum
(Figura 4).
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Figura 3. Extraccion de ADN de B. cockerelli mediante el método de CTAB, en geles de agarosa al 0.8%.
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Figura 4. Amplificacion de PCR para la deteccion de L. solanacearum en B. cockerelli: Carriles 1,3,4,5,6,10,11,13,14,15
positivos; C+ control positivo; C- control negativo. M/M marcador de peso molecular de 3000 pb (Axigen Ladder).

Conclusiones

Se encontro que la extraccion de ADN mediante el método de CTAB es eficiente tanto para el
tejido de tomate como para el insecto B. cockerelli.

Los productos de PCR obtenidos de tejido de tomate correspondieron a un tamafio de
fragmentos de 1500 pb y solo se obtuvieron cinco muestras positivas del total de muestras procesadas,
lo que corresponde al 12% de muestras positivas para la deteccion de L. solanacearum en el cultivo.

Se detectd la presencia de L. solanacearum en 30 especimenes de B. cockerelli mediante la
técnica de PCR utilizando los primers AO2 y Oi2C, observidndose una banda de amplificacion de 1500
pb, lo que corresponde al 68% de muestras positivas para la deteccion de L. solanacearum en el insecto
vector.
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