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Identificacion de insectos asociados al cultivo de limon mexicano [Citrus aurantifolia
(Christm) Swingle] como portadores de Candidatus Liberibacter asiaticus

Mireya Paloma Lépez San Juan, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018
RESUMEN

Diaphorina citri es el principal vector de Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas).
Recientemente se han reportado otros insectos portando la bacteria en Asia y EUA. En el manejo
integrado de las enfermedades, la identificacion de vectores se considera un paso importante para
determinar las fuentes de dispersion y control. En México, D. citri es el Unico insecto reportado
oficialmente como vector de CLas. El presente trabajo tuvo como objetivo detectar
molecularmente la presencia de Candidatus Liberibacter asiaticus en insectos asociados al cultivo
del limon mexicano en Michoacan, Meéxico. Se colectaron insectos asociados a huertas
comerciales de limon mexicano ubicadas en el estado de Michoacan. Los insectos se
identificaron a nivel género y especie con ayuda de claves taxondmicas y consultas a
especialistas. La deteccion de CLas se realizO mediante la técnica de PCR en tiempo real. Se
analizaron 930 insectos incluidos en las familias Cicadellidae, Thripidae, Pseudoccocidae,
Aphididae, Psylloidea e individuos de D. citri. EI analisis molecular de las muestras de insectos
arrojo resultados negativos a la presencia de la bacteria en estudio, excepto para los ejemplares de

D. citri.

Palabras claves: Insectos portadores, Limon mexicano, Candidatus Liberibacter asitiacus,

Transmision.



Identification of insects associated with the cultivation of Mexican lemon [Citrus
aurantifolia (Christm) Swingle] as carriers of Candidatus Liberibacter asiaticus

Mireya Paloma Lopez San Juan, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

Diaphorina citri is the main vector of Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas). Recently,
other insects have been reported carrying the bacteria in Asia and USA. Integrated management
of diseases, the identification of vectors is considered an important step in determining the
sources of dispersion and control. In Mexico, D. citri is the only insect reported officially as a
vector of CLas. The objective of this work was to molecularly detect the presence of Candidatus
Liberibacter asiaticus in insects associated with Mexican lemon culture in Michoacan, Mexico.
Insects associated with commercial Mexican lemon sites located in Michoacdn state were
collected. Insects were identified at the genus and species level with taxonomic keys and
specialists consultations. Clas detection was carried out using real-time PCR technique. 930
insects were analyzed and they are includes in the families Cicadellidae, Thripidae,
Pseudoccocidae, Aphididae, Psylloidea and individuals of D. citri. Molecular analysis of the

insect samples showed negative results to the presence of CLas, except for D. citri specimens.

Keywords: Insects carriers, Mexican lemon, Candidatus Liberibacter asiaticus, Transmission.
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1. INTRODUCCION

El Huanglongbing (HLB) se considera la enfermedad bacteriana mas destructiva de los
citricos a nivel mundial (Bové, 2006). En México, esta enfermedad se asocia a la bacteria
Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) y se transmite por el psilido Diaphorina citri (Salcedo
et al., 2010). A nivel mundial, el manejo del HLB incluye la deteccion y erradicacion oportuna
de arboles positivos a CLas, control del insecto vector con productos quimicos, bioldgicos e
insectos depredadores y al uso de plantas certificadas libres de este patdogeno (Robles, 2012).
Actualmente, en México el manejo de la enfermedad se lleva a cabo mediante vigilancia
epidemioldgica en huertos comerciales y zonas urbanas, y Areas Regionales de Control
(ARCQ’s). Este ultimo implica realizar acciones enfocadas al control de D. citri, principalmente
con aplicaciones quimicas simultaneas en areas citricolas definidas en periodos cortos y de
cobertura regional, en épocas biologicamente justificadas y bajo un esquema de rotacion de
grupos toxicologicos de insecticidas; ademas, el uso de control bioldgico en focos de infestacion
y areas en donde la utilizacion de quimicos represente un riesgo a la fauna y estandares de

comercializacion (Robles, 2016).

Hasta hace unos afios, D. citri era la Unica especie de psilido reportada capaz de adquirir y
trasmitir a CLas; sin embargo, se han reportado otros insectos asociados a esta bacteria, como es
el caso de Diaphorina communis y Cacopsylla citrisuga en Asia y Ferrisia virgata en EUA (Cen
et al., 2012b; Donovan et al., 2012; Pitino et al., 2014). En limon mexicano, cuando existe una
alta produccion de brotes vegetativos y reproductivos mediados por condiciones favorables de
humedad y temperatura, se observan otros insectos plaga como pulgones, acaros, moscas blanca
y chicharritas. Estos insectos, ademas de producir un dafio directo en el rendimiento del cultivo,

por su naturaleza de insectos chupadores llegan a ser transmisores de fitopatogenos (Hernandez-

1



Fuentes et al., 2014). Por lo antes mencionado la siguiente investigacion tiene como objetivo
detectar la presencia de Candidatus Liberibacter asiaticus en insectos asociados a limén

mexicano en Michoacan, México.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Un ndmero muy reducido de bacterias incluyendo a Candidatus Liberibacter spp., se
transmiten a través de los insectos que se alimentan de tejidos vasculares, para colonizar los
tubos cribosos del floema y xilema (Fletcher y Wayadande, 2002). Los cicadélidos y psilidos son
los principales grupos de insectos involucrados en transmitir fitoplasmas y bacterias, cuando se
alimentan introduciendo su aparato bucal dentro de los tejidos vasculares, que les permite ingerir
la savia por periodos cortos o prolongados (horas o minutos), donde transmiten y/o adquieren a

estos patogenos (Nielson y Knight, 2000; Hull, 2014).

La asociacion vector-fitopatdgeno, es resultado de afios de coevolucién entre el patdgeno,
la planta huésped y el vector. Actualmente la importancia de esta relacion va mas alla de la
transmision y dispersion del patégeno; actualmente se reportan insectos que actlan como
reservorio u hospederos primarios alternativos de los fitopatdgenos (Nadarasah y Stavrinides,
2011; Fletcher y Wayadande, 2002). Ante esta situacion y aunado a la importancia econémica y
epidémica que tiene el HLB en limén mexicano en México, surge la propuesta de estudiar la
poblaciones insectiles con habitos chupadores en los agroecosistemas citricolas de limon
mexicano del estado de Michoacéan, que pudieran actuar como portadores y vectores potenciales

de CLas.



3. OBJETIVOS
Determinar la presencia de Candidatus Liberibacter asiaticus en posibles insectos
portadores asociados a limén mexicano en Michoacan, México.

4. HIPOTESIS

Candidatus Liberibacter asiaticus se encuentra asociado a insectos que se alimentan de

limén mexicano y que pueden actuar como transmisores potenciales.

5. REVISION DE LITERATURA

5.1. Insectos Vectores
511 Generalidades de insectos vectores

El conocer la forma en que se transmiten los fitopatdgenos por sus insectos vectores, ha
generado conocimiento valioso y fundamental para el control exitoso de las enfermedades en
plantas. Dentro de los grupos de insectos vectores mas estudiados se encuentran las especies del
suborden Aucherrhyncha (Wilson y Weintraub, 2007). Es prescindible que el insecto mantenga
una relacion bioldgica con el patégeno. Si esta es una relacion forética, el insecto es solo
transmisor o portador en caso de no trasmitir la enfermedad, si existe una relacién bioldgica entre
el patdgeno y el insecto entonces se cataloga como vector (Maramorosch, 1955).

En la actualidad existen tres clases de transmisién por vector; persistente, semipersistente
y no persistente, las cuales estan determinadas por un periodo de adquisicién, donde el insecto se
alimenta de la planta infectada y adquiere al patdégeno; un periodo de latencia o incubacion,
donde el insecto no es capaz de transmitir el in6culo y un periodo de inoculacion, el cual ocurre
cuando el insecto se ha alimentado e infectado una planta sana (Maramorosch, 1955; Hogenhout

et al., 2008; Hull, 2014). Harris (1977), propuso los términos no circulativo y circulativo



aludiendo el recorrido del patdgeno en el interior del insecto. El circulativo se presenta en los
insectos de trasmision persistente donde el patdgeno llega al tracto digestivo, hemolinfa y
glandulas salivales, ademas puede llegar a darse la contaminacion transovarica. Mientras que el
no circulativo se lleva cabo en insectos de transmision persistente y semipersistente a nivel de
estilete y/o faringe (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de los tipos de transmision.

Tipo de transmision Particularidades

Persistente- circulativo El periodo de adquisicion se realiza de horas a dias. Existe
un periodo de latencia en donde el vector no puede
transmitir al patdgeno y posteriormente el periodo de
inoculacidn, al igual que el de adquisicion, ocurre cuando
el insecto se ha alimentado por horas o dias. En algunos
casos el insecto permanece toda su vida virulifero.

Semipersistente-no La retencion del patogeno por el vector se presenta desde

circulativo unas cuantas horas hasta uno o dos dias, dependiendo de
las actividades alimenticias del insecto. El patégeno se
Ilega a perder en la muda.

No persistente- no circulativo Los insectos vectores adquieren el patdgeno durante
tiempos muy breves a apenas cinco segundos. La
probabilidad de inoculacion se llega a dar en contactos de
15 a 60 segundos. El periodo de latencia no ocurre en este
tipo de transmision. Los insectos pierden el patégeno con

la muda.

(Maramorosch, 1955; Harris 1977; Hogenhout et al., 2008; Hull, 2014)

5.1.2  Aparato bucal en insectos vectores de bacterias
La interaccion entre los fitopatdgenos e insectos esta determinada por diferentes factores,
entre ellos el desarrollo y modificacion de un aparato bucal que les permita alimentarse de los

tejidos en donde se alojan los fitopatdgenos. En la familia de Cicadélidos, principales vectores de



bacterias y fitoplasmas, difieren en sus conductas alimenticias. En Cicadellinae, el aparato bucal
es capaz de llegar al xilema, mientras que en Deltocephalinae su alimentacion se limita al floema
por lo que la capacidad de trasmitir fitopatogenos limitados al floema o al xilema lo condiciona el
aparato bucal (Backus, 1985). Por ejemplo, en el caso de Graphocephala atropunctata durante su
alimentacion adquiere a Xylella fastidiosa, causante de la enfermedad de Pierce. La bacteria se
introduce al insecto y se adhieren a la bomba cibarial y al revestimiento del eséfago (intestino
anterior del insecto), donde se multiplica y forma una biopelicula de "glicocalix™ bacteriano,
compuesto de polisacarido y proteina, dando una apariencia de matriz gelatinosa donde se
encuentra embebida la bacteria (Purcell et al., 1979).

El aparato bucal de los psilidos, principales vectores del género de “Liberibacter”, es
semejante al de los afidos y cicadélidos. Presentan estiletes modificados para atravesar la
cuticula, epidermis y meséfilo de las plantas y alimentarse del floema (Walling, 2008). En el caso
de D. citri sus piezas bucales se conforman por un par de estiletes mandibulares ubicados
externamente, que albergan un par de estiletes maxilares, como se observa en los pulgones
(Garzo, 2012). En contraste con D. citri los estiletes de los afidos tienen una longitud ligeramente
menor, sin embargo posen estructuras especializadas que les confiere la capacidad de transmision
de virus, estructuras ausentes en D. citri, no obstante, el psilido es capaz de adquirir y retener la

bacteria en las glandulas salivales asegurando la transmision de la bacteria (Garzo, 2012).

5.1.3 Endosimbiontes en insectos vectores
Los endosimbiontes, son organismos procariontes que estan involucrados en procesos
metabolicos que favorecen al insecto huésped en la sintesis y digestion de alimento y reciclaje de
desechos nitrogenados (Subandiyah et al., 2000; Su et al., 2013). Estos procariontes estan

involucrados en otras funciones metabolicas dentro del insecto (Cuadro 2).



Cuadro 2. Endosimbiontes primarios y secundarios y su principal funcién en el insecto
vector.

Endosimbionte Vector (s) Funcion en el vector Referencia

*Carsonella ruddii D. citri Sintesis de alimento, Gill etal., 2016
produccién y
conversion de energia,
renovacion de
proteinas, sintesis de
proteinas chaperonas.

*Portiera aleyrodidarum Bemisia tabaci Sintesis aminoacidosy  Santos et al.,
carotenoides 2012

*Buchnera aphidicola Afidos Sintesis de alimentoy ~ Van den Heuvel
proteinas chaperonas etal., 1997

*Tremblaya princeps Planococcus citri ~ Sintesis de alimento Lépez-Madrigal

etal., 2013

**Regiella insecticola Afidos Proteccion contra Vorburger et al.,
hongos 2010
entomopatogenos

*Endosimbiontes primarios, ** Endosimbiontes secundarios

La relacion simbiotica entre endosimbiontes e insectos vectores, es otro de los principales
factores que determina una exitosa y eficiente transmisién de fitopatdgenos. Por su trasmision,
los endosimbiones se clasifican en primarios (con una transmision vertical de madre a hijos e
indispensables para el insecto vector) y secundarios (pueden o no ser necesarios para la
supervivencia del insecto, y cuya transmision es horizontal) (Eleftherianos et al., 2013; Su et al.,
2013). Dentro del insecto, los endosimbiontes se encuentran en estructuras especializadas
Ilamadas bacteriocitos (Buchner, 1965; Baumann et al., 1995; Dixon, 1998). Se ha observado que
algunos endosimbiontes limitan su espacio, por ejemplo Carsonella ruddii se aloja en
bacteriocitos uninucleados, de forma tubular, sobre los ovarios de D. citri, mientras que Profftella

armatura, otro endosimbionte primario del mismo psilido, se encuentra en un sinsitio



citoplasmatico dentro del bacterisoma del insecto (Ramsey et al., 2015; Dan et al., 2017). No se
ha definido quien es responsable de regular esta conducta entre endosimbiontes e insectos, pero
se sugiere que esta controlado por la expresion genica quorum sensing, donde las bacterias
inducen la regulacién de la densidad poblacional por medio de la produccion y liberacion de
moléculas quimicas llamadas autoinductores que aumentan su concentracion cuando detectan
aumento en la densidad celular (Miller y Bassler, 2001).

Unas de las funciones mas sobresalientes de los endosimbiontes en la interaccion vector-
fitopatdgeno es la sintesis de células chaperonas. Estas proteinas le permiten al patbgeno moverse
del intestino anterior al intestino medio del insecto sin ser degrado por enzimas de su hospedante

y ademas favorecer la transmision persistente circulativa (Hull, 2014).

5.2. Insectos vectores de fitopatgenos limitados al floema

Virus, Molicutes (fitoplasmas y espiroplamas) y algunas bacterias, son fitopatdégenos que
encuentran su alimento y un sitio para multiplicarse en los tubos cribosos ricos en azUcares del
floema, por lo que se les considera fitopatdgenos limitados a este tejido (Fletcher y Wayadande,
2002: Weintraub y Beanland, 2006; Whitfield et al., 2015). Para estos microrganismos, la
relacién con insectos vectores garantiza su transmision, dispersion y multiplicacién a nuevos
nichos ecoldgicos (Maramorosch, 1955). Los hemipteros picadores-chupadores son el principal
grupo en donde se encuentran la mayoria de los insectos vectores sin embargo existe una estrecha
relacién y especificidad entre vector y fitopatogeno (Cuadro 3).

Cuadro 3. Familias de insectos vectores de fitopatdgenos limitados al floema.

Insecto vector Fitopatdgeno Referencia
Aphididae Virus

Toxoptera citricida Citrus tristeza virus (CTV) Herron et al., 2006
Myzus persicae Mas de 40 virus CABI, 2018
Thripidae Virus

Frankliniella occidentalisy =~ Tomato spotted wilt virus (TSWV) CABI, 2018

7



Thrips tabaci
Thrips palmi

Aleyrodidae
Bemisia tabaci
Trialeurodes vaporariorum

Coreidae

Anasa tristis

Psyllidae

Cacopsylla melanoneura
Liviidae/ Triozidae
Diaphorina citri

Trioza erytreae
Cicadellidae

Dalbulus maidis
Paraphlepsius irroratus
Circulifer tenellus

Capsicum chlorosis virus (CaCV)
Melon yellow spot virus

Tomato spotted wilt virus (TSWV)
Virus

Begomovirus

Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV)

Bacteria

Serratia marcescens

Molicutes

Ca. Phytoplasma mali

Bacteria

Ca. Liberibacter sp.

Molicutes
Spiroplasma kunkelii
Ca. Phytoplasma pruni
Spiroplama citri

Chen et al., 2012
Jones, 2005
CABI, 2018

Cuellar y Morales, 2006
Ohnishi et al., 2009
Pair et al., 2009

Malagnini et al., 2010

Madden y Nault, 1983
Garcia-Salazar et al., 1991
Liu et al., 1983

A diferencia de otros insectos, los hemipteros picadores-chupadores depositan la saliva
directamente en la planta hospedera de la cual se alimenta, para después ser mezclada con la
savia y succionada hacia la faringe y es en este proceso digestivo en donde el tipo de transmisién
se define; por ejemplo, los virus requieren interacciones moleculares especificas entre su insecto
huésped a través de proteinas para una transmision persistente circulante, en caso de no lograr
atravesar las barreras del intestino anterior su transmision sera no persistente o semipersistente

(Dietzgen et al., 2016).

5.3.Vectores del género Candidatus Liberibacter

Dentro del género Candidatus Liberibacter se han descrito ocho especies, que tienen
amplia distribucién en el mundo (Morris et al., 2017). Las especies de este genero se caracterizan

por no ser cultivables a excepcion Liberibacter crescente, que se logré cultivar a partir de un



aislamiento del floema de plantas de papaya y se caracteriza por un genoma no reducido
(Raddadi et al., 2011; Morris et al., 2017). Esta especie sirve como modelo para comprender el
mecanismo de infeccién de CLas. (Leonard et al., 2012; Lai et al., 2016).

La transmision de Candidatus Liberibacter se encuentra fuertemente asociada a la especie
de psilidos. Los psilidos vectores de este género pertenecen a las familias Psyllidae, Triozidae y
Liviidae, del suborden Sternorrhyncha, orden Hemiptera. Son insectos de tamafio pequefio (1-8
mm) y de habitos polifagos, tienen fuertes patas traseras que le permiten saltar por lo que también

se les conoce como “piojos saltadores” (Cuadro 4) (Brown y Hodkinson, 1988).

Cuadro 4. Insectos de las familias Triozidae, Liviidae, Psyllidae, reportados como vectores de

especies de Candidatus Liberibacter.

Familia Insecto vector Especies de Candidatus. Referencia

Triozidae Trioza erytreae Ca. Liberibacter africanus Van Den Berg, 1990

Liviidae Diaphorina citri Ca. Liberibacter americanus Teixeira et al., 2005
Ca. Liberibacter asiaticus Capoor et al., 1967
Ca. Liberibacter caribbeanus Keremane et al., 2015

Psyllidae Bactericera cockerelli Ca. Liberibacter solanacearum Wang et al., 2017.

Triozidae Trioza apicalis

Psyllidae Bactericera cockerelli Ca. Liberibacter psyllaurous Hansen et al., 2008

Psyllidae Cacopsylla pyri Ca. Liberibacter europaeus Raddadi et al., 2011

Psyllidae Acizzia solanicola Ca. Liberibacter brunswickensis  Morris et al., 2017

5.4.Insectos vectores y portadores de CLas

La principal forma de dispersidon de CLas es por medio de su vector D. citri. No obstante,
se ha observado que Trioza erytreae es capaz de trasmitir a CLas, asi como D. citri puede
trasmitir a Ca. Liberibacter africanus (Capoor et al., 1967; Lallemand et al., 1986). CLas se ha

detectado en Diaphorina communis y Cacopsylla citrisuga en Asia y Ferrisia virgata en EUA;


https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Liviidae&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Liviidae&action=edit&redlink=1

sin embargo, no existe estudios donde se demuestre su eficiencia como vectores de la bacteria por
lo que se consideran insectos portadores de la bacteria (Cen et al., 2012b; Donovan et al., 2012;
Pitino et al., 2014).

5.5.Mecanismo de transmision de CLas

ClLas se trasmite por D. citri de manera persistente-circulativa. Los adultos de esta especie
tienen un periodo de sondeo de 8 h en plantas infectadas con la bacteria, mientras que en plantas
sanas es menor (Luo et al., 2015). Este comportamiento puede atribuirse al cambio histoldgico
que sufren las hojas debido a las infecciones ocasionadas por CLas, ya que provoca un
engrosamiento de la cuticula foliar y una acumulacion de almidon, lo que podria explicar la
prolongada duracién de busqueda de sitios idéneos de alimentacién (sondeo) (Cen et al., 2012a;
Luo et al., 2015). La adquisicion de la bacteria por el insecto ocurre entre 5y 7 h después de

alimentarse en plantas infectadas (Ammar et al., 2016).

Cuando los adultos libres de la bacteria se alimentan de arboles positivos a Clas, requieren
de 1 a 25 dias para poder transmitirla a un arbol sano, mientras que los individuos provenientes
de ninfas alimentadas en arboles positivos, son infectivos tan pronto emergen, debido a que la
carga bacteriana en estados ninfales aumenta considerablemente en un periodo mas corto que en
adultos (Inoue et al., 2009; Ammar et al., 2011; Ammar et al., 2016). Asi mismo, la eficiencia de
transmision es mayor en adultos provenientes de ninfas infectivas que en insectos que fueron
expuestos a Clas en estado adulto. Estos hechos sugieren que el intestino medio y glandulas
salivales juegan un papel de barrera en la transmision de la bacteria (Cen et al., 2012a; Luo et al.,

2015; Ammar et al., 2016).
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El porcentaje de adquisicion de ClLas por adultos de D. citri alimentados en plantas
positivas, varia entre regiones geograficas. En experimentos realizados con poblaciones de origen
japonés, 88 % de los psilidos adquirieron a CLas después de 24 h de alimentacion (Inoue et al.,
2009), mientras que en poblaciones de Florida, solo 35 % de psilidos adultos adquirieron la
bacteria a las cinco semanas de exposicion a plantas infectadas (Pelz-Stelinski et al., 2010). Estas
diferencias, con respecto a la eficiencia de adquisicion de patdgenos entre poblaciones de
distintas areas geograficas, se pueden vincular con la fisiologia de la planta huésped, condiciones
ambientales, aptitud parasitica del patdgeno y su coevolucion entre organismos (Pelz-Stelinski et

al., 2010).

5.6.Métodos de diagndstico de CLas

Los métodos de diagnostico mas utilizados para CLas son la reaccién en cadena de la
polimerasa convencional (PCR) y la PCR en tiempo real (QPCR) (Teixeira et al., 2005; Li et al.,
2006). La baja concentracion que presenta CLas en las plantas huésped y en su insecto vector
hace que otras técnicas de diagndstico sean poco eficientes, caracteristica que le ha permitido a la
gPCR ser la técnica méas usada para la deteccion oportuna de CLas al ser mas sensible y robusta
que la PCR convencional (Li et al., 2008). La gPCR se basa en el uso de iniciadores de PCR que
amplifican las secuencias de ADN de los Liberibacters asociados con HLB (Li et al., 2006).
Mientras que La PCR convencional utiliza iniciadores especificos que amplifican las secuencias

de los genes 16s rDNA e iniciadores basados en genes proteinicos (Teixeira et al., 2005).

11



Sin embargo la PCR y la gPCR no son los unicos métodos de diagndstico, la PCR digital
es otra técnica disponible para su diagnostico, método alternativo a la qPCR y que funciona
mediante la particion de una muestra de ADN o ADNc en muchas reacciones de PCR
individuales en paralelo, una sola molécula se puede amplificar un millon de veces 0 mas
(Hindson et al., 2011). Otra técnica utilizada es el Indexaje biologico, no obstante es un método
poco empleado que consiste en la deteccion de CLas a partir de injertar yemas de platas
indicadoras en arboles sospechosos, en el caso de CLas es utilizada debido a que otros agentes
causales afectan la expresion de la enfermedad como es el caso de CTV que interfiere en la

expresion de sintomas del HLB (Roistacher, 1998).

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Seleccidn de sitios de estudio

La region pacifico de México, mantiene un escenario epidémico de alta intensidad al HLB
debido a su ocurrencia (Mora-Aguilera et al., 2014). EI SENASICA a través de los Comités de
Sanidad Vegetal ejecuta programas de manejo contra el psilido asiatico bajo la Campafia contra
el HLB de los citricos, donde unas de las principales acciones fitosanitarias es el establecimiento
de las ARCQO’s que impactan las poblaciones de D. citri mediante su manejo en areas de 1000
hectareas con aplicaciones de insecticidas quimicos y biolédgicos, que a su vez afectan otros
insectos plaga y benéficos asociados a citricos (Robles, 2012). Michoacan, area de interés en el
presente trabajo, representa el principal estado productor de limén mexicano en el pais, y es la
region con mayor superficie atendida a través de las ARCO’s (SENASICA, 2018). Con respecto
al impacto de los insecticidas en las poblaciones insectiles asociadas a limon mexicano se realizo

la seleccidn de los sitios de monitoreo con base a tres niveles de tecnificacion, el porcentaje de
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incidencia de HLB y la operatividad de las ARCO’s, para la toma de muestras de insectos

asociados al cultivo (Cuadro 5).

Cuadro 5. Criterios utilizados para la estratificacion de tres niveles de desarrollo

tecnoldgico bajo condiciones de riego en limon mexicano

Concepto Bajo Medio Alto
Costo/ha
Labores culturales
Deshierbe 600 1800 3876
Podas 600 600 2340
Cajete 375 375 >375
Protec. del tronco 240 240 >240
Control de plagas
Insect. y acaricidas 1805 >1850
Fungicidas 3120 >3120
Aplicacion 800 >800
Fertilizantes 2400 >4500.44
Aplicacion 800 >800
SUBTOTAL(S) 1815 11 940 >17901.44

Fuente: INIFAP, 2015.

En Michoacan, las ARCQO’s se encuentran establecidas en 11 municipios ubicados en la
region del valle de Apatzingan y region costera (SENASICA, 2018), basados en el nivel de
incidencia y los primeros reportes de deteccion de la enfermedad en Tecaltepec y Buenavista, se
selecciond a este ultimo municipio para la colecta de muestras, aunado a la facilidad y seguridad

de entrada a los huertos (Figura 1).
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de Tecnificacion (ARCO’s)
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Figura 1. Sitios de colecta ubicados en Buenavista, Michoacan. A) Sitio 1, alto nivel tecnolégico y fuera de
ARCO’s (19.2155 N-102.6062 O); B) sitio 2, medio nivel tecnolégico y fuera de ARCO’s (19.2719 N -102.5629 O);
C) sitio 3, bajo nivel tecnoldgico y fuera de ARCO’s (19.1616 N -102.7285 O); D) sitio 4, alto nivel tecnolégico y
dentro de ARCO’s (19.2201 N-102.6227 O); E) sitio 5, medio nivel tecnoldgico y dentro de ARCO’s (19.2425 N -
102.5863 O); F) sitio 6, bajo nivel tecnoldgico y dentro de ARCO’s (19.1105 N -102.6831 O)

6.2 Seleccién de las fechas de muestreo

La fenologia de los citricos se encuentra regulada por las modificaciones climaticas de las
estaciones; las condiciones térmicas tienen influencia directa sobre la duracion de cada fase
fenoldgica. En la mayoria de las regiones citricolas de México los regimenes de temperatura son
relativamente constantes, por lo que la precipitacién determina el crecimiento vegetativo y
floracion, factores que favorecen el incremento de las poblaciones de insectos asociados a las
huertas citricolas (Orduz-Rodriguez et al., 2010; INIFAP, 2013). Por lo anterior, se realizaron las
colectas en periodos de brotacién de limén mexicano y periodos registrados con los picos

poblacionales mas altos de D. citri en Michoacan, reportados en el “Protocolo para establecer
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areas regionales de control del HLB y el psilido asidtico de los citricos”, asi como fechas de
aplicaciones quimicas en las ARCQO’s (Robles, 2012). La primera colecta se realizd del 28 a 30

de julio y la segunda del 10 a 13 de octubre de 2017.

6.3 Sistema de muestreo y colecta de insectos

Para la obtencion del tamafio de muestra se utilizé el método grafico Curva Especie-Area,
que determina el area minima de muestreo de una poblacion (Greig, 1983). La colecta se dirigio
hacia arboles positivos a CLas ubicados en la periferia de los huertos (Mora et al. 2014). La
primera colecta de los insectos se realizd con una red entomolégica, mientras que la segunda con
una maquina RYOBI “cycle” adaptada para succionar insectos y colectarlos en una red de
captura interna; no obstante algunas especies se colectaron directamente con el apoyo de un
succionador bucal. Los insectos colectados se colocaron en bolsas de polietileno y se trasladaron
al laboratorio de Histopatologia ubicado en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.
Los especimenes se separaron en grupos con base en sus caracteristicas morfoldgicas con ayuda
de un microscopio estereoscopico. Los grupos de insectos seleccionados para su procesamiento
mediante gPCR- fueron aquellos con reportes previos como vectores o portadores de patdgenos.
Cada grupo se colocd en tubos Eppendorf de 1.5 mL que contenian etanol a 96 % y se

mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta la extraccion de ADN.
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6.4 Procesamiento de los insectos
6.4.1 ldentificacion del material entomoldgico

La determinacion de los insectos colectados se realiz6 por grupos taxondmicos, en el caso
de los cicadélidos y se llevo a cabo con el apoyo de la M.C. Edith Blanco Rodriguez en el
laboratorio de entomologia del Centro Nacional de Referencia Fitosanitaria (CNRF). Para su
identificacion se extrajo la genitalia del macho de acuerdo a la metodologia del laboratorio de
Entomologia del CNRF, la cual se describe a continuacion:
-Separar el abdomen de cuerpo y colocarlo en KOH al 40 %
-Incubar en bafio maria a por 5 minutos 30°C con constante movimiento.
-Verificar que el abdomen de los especimenes estuvieran libres de tejido membranoso
-Lavar con agua destilada para eliminar el KOH restante.
-Depositar el abdomen dentro de siracusas con alcohol al 96%
-Extraer la genitalia
-Colocar aceite de clavo en un portaobjetos y colocar la genitalia extraida para hacer montajes
permanentes con balsamo de Canada.
Las estructuras montadas se utilizaron para la identificacion a nivel género y especie con base a
las claves taxondmicas de Young (1968), Nielson (1968), Dwight y Mohr (1937), Linnavuori

(1959) y la base de datos en linea “'31 Interactive Keys and Taxonomic Databases”.

6.4.2 Extraccion de ADN
El método de extraccion de ADN total se realizé mediante CTAB al 2% (NaCl 5M, pH=
5.2) (Doyle y Doyle, 1987), con modificaciones, que se describe a continuacion.
-Secar los insectos sobre papel absorbente y a temperatura ambiente.

-Introducir la muestra en tubos Eppendorf de 1.5 mL.
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-Agregé 500 pL del buffer de lisis CTAB al 2 % previamente calentado o a temperatura
ambiente.

-Macerar la muestra con ayuda de micropistilos e incubar en bafio maria a 65°C por 15 min.
-Enfriar la muestra durante 5 a 10 minutos.

-Agregaron 500 pL de cloroformo, agitar por inversién durante 10 segundos y centrifugar a
13,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

-Rescatar el sobrenadante, aproximadamente 400 pL, en tubos de 1.5 mL.

-Agregar 500 pL de cloroformo, agitar por inversion durante 10 segundos y centrifugar a 13,000
rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

-Recuperar el sobrenadante, aproximadamente 300 pL, en tubo de 1.5 mL.

-Agregar 150 pL de isopropanol, agitar por inversion 10 veces he incubar a -20 °C durante 20 m.
-Centrifugar durante 30 m a 13,000 rpm a temperatura ambiente

-Retirar el exceso de isopropanol por decantacion.

-Agregar 1,000 pL de etanol (75 %), centrifugar 10 minutos a 13,000 rpm.

-Retirar el etanol por decantacion teniendo precaucion de no dejar caer la pastilla de ADN y secar
a temperatura ambiente.

-Resuspender en 20 pL de H20O libre de nucleasas la pastilla de ADN.

-Determinar la concentracién y pureza del ADN (En el presente estudio se utilizé el Nanodrop®

2000 ThermoScientific).

6.4.3 Deteccion de CLas por gPCR
El ADN obtenido de las muestras se utilizd para realizar la determinacion especifica
siguiendo el “Protocolo de Diagnoéstico de Candidatus Liberibacter spp. Mediante la Técnica

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo Real” del DGSV-CNRF (2008). Cada
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ensayo de gPCR incluyd controles positivos, negativos y enddgenos. Se emplearon los
oligonucleotidos HLBas (TCG AGC GCG TAT GCA ATA CG) y HLBr (GCG TTA TCC CGT
AGA AAA AGG TAG) disefiados en el gen 16S rADN de CLa vy los oligonucleotidos WG
(GCT CTC AAA GAT CGG TTT GAC GG) y WGr (GCT GCC ACG AAC GTT ACC TTC)
disefiados en el gen WG de D. citri. Ademas se utilizo la sonda HLBp (56 - FAM/AGA CGG
GTG AGT AAC GCG/3BHQ - 1) y WGp (5 - TET/TTA CTG ACC ATC ACT CTG GAC
GC/3BHQ - 2). ). La reaccion se llevd acabo en un volumen de 25 pL, el cual consistio de 1X
buffer, 3 mM MgCl,, 240 mM de dNTPs una unidad de Taq platino, 2uM cada oligonucleotido
HLBas/HLBr, y WGf/WGr y 1uLM de cada sonda HLBp y WGp y 2 uL de ADN, aforando con
agua destilada libre de nucleasas. Los tubos se colocaron en un termociclador CFX96 de la marca
Biorad con las siguientes condiciones de amplificacion: desnaturalizaciéon de 95 °C durante 20
segundos, seguido de 40 ciclos a dos temperaturas; 95 °C durante 1 segundo con los Opticos
desconectados y a 58 °C durante 40 segundos con los Opticos conectados. Para la valoracion de la
gPCR el control negativo debe tener un Ct = 0.00 y el FAM Ct = 0.00, mientras que el positivo

debe mostrar 0.00 < Ct <32 y el interno 0.00 < Ct < 38.

7 RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Insectos colectados

Se capturaron un total de 1,812 insectos en los seis sitios de muestreo, 631 individuos en
la primera colecta (28 al 30 de julio, 2017) y 1,061 durante la segunda colecta (10 al 13 de
octubre, 2017), donde los mayores numeros de individuos colectados corresponden a D. citri

seguidos por el trips Scirtothrips citri y especies de cicadélidos (Figura 2).
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Figura 2. Insectos totales colectados en Buenavista, Michoacan, del 28 al 30 de Julio y del 10 al 13 de octubre
del 2017.

La diversidad de insectos encontrados fue dependiente del nivel tecnolégico de manejo
del huerto. En los huertos con alto nivel tecnoldgico predominaron poblaciones de trips y
escamas (estas Ultimas no fueron consideradas ni colectadas) por arriba de D. citri, en contraste
con los huertos de bajo y mediano manejo, donde se colecto la mayor diversidad de especies de
insectos plaga. En huertos con bajo manejo se encontré el mayor nimero de poblaciones de D.

citri, insectos depredadores (crisopas y chinche asesina) y especies de cicadélidos (Figura 3).
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Figura 3. Insectos colectados por sitio. Sitio 1) alto nivel tecnoldgico y fuera de ARCO’s; Sitio 2) medio nivel
tecnoldgico y fuera de ARCQ’s; Sitio 3) bajo nivel tecnoldgico y fuera de ARCO’; Sitio 4) alto nivel tecnoldgico y
dentro de ARCQ’s; Sitio 5) medio nivel tecnolégico y dentro de ARCQO’s; Sitio 6) bajo nivel tecnolégico y dentro de
ARCO’s.

La intensificacion agricola ha provocados cambios fundamentales en el funcionamiento
de los ecosistemas agricolas (Devine et al., 2008). La diferencia en la diversidad de especies
encontrada en el los sitios de muestreo coincide con estudios del efecto de los plaguicidas en la
biodiversidad en predios agricolas, (Berendse et al., 2004; Geiger et al., 2010). Sin embargo
nuestros resultados de colecta pueden deberse también a los periodos de muestreo, ciclo de vida y

ecologia de los insectos.
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7.2 Géneros y especies identificadas
7.2.1 Familia Cicadellidae
Se colectaron un total de 168 especimenes de la familia Cicadellidae. Entre ellos se
identificaron 6 generos de la subfamilia Cicadellinae (Figura 4), 3 de la subfamilia
Deltocephalinae (Figura 5) y 2 en la subfamilia Typhlocybinae (Figura 6). No fue posible
identificar a dos especimenes (Figura 7). La distribucion de la familia Cicadellidae es
cosmopolita, se cree que se les puede encontrar en cualquier lugar en donde existan plantas, se

conocen aproximadamente 22 mil especies en 38 subfamilias (McKamey, 2002).

Figura 4. Insectos asociados a limén mexicano en Michoacan. Especies de la subfamilia Cicadellinae. A)
Cocrassana sp.; B) Scaphytopius sp; C) Alconeura sp.; D) Homalodisca ichthyocephala; E) Graphocephala redacta;
F) Agallia sp.
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Figura 5. Insectos asociados a limén mexicano en Michoacéan. Especies de la subfamilia Typhlocybinae. A) y B)
Especies (1 y 2) de Emposca no identificadas; C) Typhlocybella maidica.

1 mm

1mm

Figura 6. Insectos asociados a limén mexicano en Michoacan. Subfamilia Deltocephalinae. A) y B) Especies 1y
2 del género Balclutha spp.; C) Graminella sonora.
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1 mm

Figura 7. Insectos asociados a limén mexicano en Michoacan. Cicadélidos no identificados. A) Cicadellido no
identificado 1 y B) Cicadellido no identificado 2

7.2.1.1 Subfamilia Cicadellinae

La subfamilia Cicadellinae es considerada una de las mas grandes, esta conformado por 8
tribus y se caracteriza por su complejidad de formas, su clypeus abultado y su musculatura en su
aparato bucal que le permite extraer y digerir savia del xilema de las plantas (Nielson y Knight,
2000). En este estudio, se identificaron 6 géneros dentro de esta subfamilia: Cocrassana,
Scaphytopius, Alconeura, Agallia, Homalodisca y Graphocephala, estas dos ultimas fueron
identificadas a nivel especie. La mayoria de los géneros colectados tienen especies reportadas
como insectos vectores a excepcion de Crossana y Alconeura. A. albidula y A. sticticollis han
sido reportadas trasmitiendo fitoplasmas en brocoli (Eckstein et al., 2014); S acutus y S.
irroratus transmiten fitoplasmas en melocoton (Nielson, 1968; Ronsenberger y Jones, 1978).

Los géneros Homalodisca y Graphocephala estan asociadas con las subespecies de
Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa, pauca y multiplex (Hunter et al., 2010). Graphocephala
redacta y Homalodisca ichthyocephala, especies identificadas en este estudio, no se encuentran

reportadas como insectos vectores.
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7.2.1.2 Subfamilia Typhlocybinae

Las especies de esta subfamilia se caracterizan por ser pequefias y delicadas, comprende
alrededor de 5 mil especies descritas. Su alimentacion se basa preferentemente de las células del
parénquima de las hojas de sus plantas hospederas (Backus, 1985). De la subfamilia
Typhlocybinae se colectaron especimenes de los géneros Empoasca y Typhlocybella.

Los especimenes del genero Empoasca no se identificaron a nivel especie, pero se
corrobord que no fueran E. papayae y E. decipiens, que son especies asociadas a la transmision
de fitoplasmas y rickettsias (Alhubaib et al., 2009; Acosta et al., 2017). Se identifico a
Typhlocybella maidica que a pesar de que no cuenta con reportes como insecto vector, su
estrategia de alimentacion que consiste en la ruptura de las células de mesdfilo, que sugiere pueda
tratarse de un eficiente vector de virus o fitoplasmas en maiz, su planta hospedante (Brentassi et

al., 2010).

7.2.1.3 Subfamilia Deltocephalinae

La subfamilia Deltocephalinae es considerada la mas grande de las subfamilias de los
Ciadellidos, estd conformada por 36 tribus y mas de 6 200 especies distribuidas en todo el
mundo. La mayoria de las especies se alimentan de floema, y se consideran como los principales
vectores de fitoplasmas dentro de los cicadélidos (Zahniser y Dietrich, 2010). De los insectos
colectados se identificaron los géneros Balclutha y Graminiella pertenecientes a esta subfamilia.
En ambos géneros se reportan especies vectoras de fitoplasmas y virus. De los ejemplares de
Balclutha colectadas no fue posible su determinacion a nivel de especie. Sin embargo, se descartd
que se tratara de Balclutha mbila, especie vectora de fitoplasmas en maiz (Storey, 1925). Por
otro lado se identificé a Graminiella sonora, que ha sido reportada como especie responsable de
la trasmision del Virus mosaico del sorgo (SSMV) (Creamer y He, 1997).
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De las especies no identificadas se cree que puedan pertenecer a la subfamilia

Cidadellinae, por las caracteristicas morfoldgicas distintivas del género.

7.2.2 Super Familia Psylloidea
De los psilidos colectados, solo D. citri (Liviidae) fue encontrada en &rboles de citricos,
no obstante se capturaron psilidos de arboles del género Caesalopinia que son utilizados como
cerca entre los huertos de citricos (Figura 8). El psilido fue identificado como Freysuila dugesii
(Psylloidea), el cual no cuenta con reportes de insecto vector, en México se ha reportado

causando dafios en ornamentales en el estado de Sinaloa. (Lugo-Garcia et al., 2017).

Figura 8. Insectos asociados a limén mexicano en Michoacan. Psilidos colectados en huertos de limén mexicano.
A) Freysuila dugesii; B) D. citri

7.2.3 Familia Thripidae

Los trips en su mayoria son fitéfagos y no siempre su presencia se relaciona con la
aparicion de dafios (Navarro et al., 2008). En los altimos dos afios se registré en Michoacan un
brote de Scirtothrips citri en limén mexicano (Miranda, 2017) especie encontrada en las colectas
realizadas. S. citri no esta reportada como especie vectora, sin embargo los dafios reportados en

los frutos de limén mexicano afectan su comercializacion al grado que su importancia como
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plaga estd desplazando a D. citri en el interes de manejo por parte de productores (Nuestravision,
2017).

7.2.4 Familia Aphididae

Los afidos son plagas que atacan a una amplia diversidad de cultivos; en citricos, su
habito alimenticio picador-chupador afecta severamente el desarrollo de los nuevos brotes,
aunado a su capacidad en la transmision de virus (Hull, 2014). En Michoacan las especies
reportadas en limon mexicano son Toxoptera urantii, Aphis spiraecola (Godoy y Cortez, 2018).
La especie colecta en esta investigacion fue T. aurantii, unas de las principales plagas en citricos

por sus altas poblaciones y los dafios que provoca (Hermoso, 1986).

7.2.5 Familia Pseudoccocidae
Las cochinillas o piojos harinosos son insectos de la familia Pseudoccocidae, Orden
Hemiptera y de acuerdo con Ben-Dov (1989) se han descrito 61 especies en citricos a nivel
mundial. Los géneros mas frecuentes son, Planococcus citri, Dysmicoccus brevipes y
Pseudococcus longispinus los cuales se encuentran presentes en México (Ben-Dov, 1989;
Villatoro-Moreno et al., 2016; CABI, 2018). Los piojos harinosos colectados corresponden al

género de Planococcus.
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7.3 Deteccidn de CLas

Se analizaron un total de 930 insectos; 168 cicadélidos, 544 Scirtothrips citri, 38 Planococcus
sp., 55 Toxoptera urantii, 65 F. dugessi, 60 D. citri, de los cuales Unicamente en D. citri se

detect6 a CLas (Cuadro 6).

Cuadro 6. Deteccion de CLas por gPCR en insectos asociados a huertos comerciales de limén
mexicano colectados en Michoacéan, México.

PCR-RT
individuos analizados Colecta no. 1 Colecta no. 2
SAnallzado +/- Analizados +/-

Cocrassana sp. 3 _ 0 _
Scaphytopius sp. 8 _ 12 _
Alconeura sp. * _ 1 _
Homalodisca ichthyocephala 4 _ 5 _
Graphocephala redacta 3 _ 4 _
Agallia sp. 2 _ 6 _
Typhlocybella maidica 7 _ 18 _
Empoasca (1) 6 _ 14 _
Empoasca (2) 8 _ 17 _
Balclutha (1) 6 _ 9 _
Balclutha (2) 4 _ 13 _
Graminella sonora 3 _ 7 _
Cicadellido no identificado (1) * _ 4 _
Cicadellido no identificado (2) 2 _ 5 _
Scirtothrips citri 233 _ 311 _
Freysuila dugesii 28 _ 37 _
Toxoptera urantii 32 _ 23 _
Planococcus sp. 17 _ 21 _
Diaphorina citri 30 + 30 +

*Especie no encontrada durante la colecta
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En México, la bacteria causante de la enfermedad mas importante de los citricos esta
estrictamente asociada a D. citri. Observaciones similares de otras especies de Ca. Liberibacter
asociadas psilidos han sido reportadas (Morris et al., 2017). Los resultados obtenidos en afidos
coinciden con los de McClean y Oberholzer (1965) quienes descartan a los Toxoptera citricida y
Aphis gossypii como vectores de Ca. Liberibacter africanus y encuentran al psilido Trioza
erytreae como Unico vector de esta especie. Cen (2012) indico que en China se han realizado
multiples estudios para detectar posibles vectores de CLas. En contraste, con los estudios
realizados en Asia y Africa, investigadores de Florida (EUA) demostraron experimentalmente
que Ferrisia virgata puede adquirir y retener a CLas de manera estable en su organismo, hasta el
momento es el primer hemiptero reportado, no perteneciente a la stper familia Psyllidae, que
puede adquirir la bacteria (Pitino et al., 2014).

Se han reportado 13 especies de psilidos asociados a citricos. De ellos D. communis y
Cacopsylla citrisuga son capaces de adquirir y portar a CLas de manera natural (Halbert y
Manjunath, 2004; Donovan et al., 2011; Cen et al., 2012b; Pitino et al., 2014). La incertidumbre
en esta relacion tan estrecha y compleja entre CLas y D. citri, es descifrar los factores que le
permiten al psilido tener la capacidad de trasmitir a las especies de Ca. Liberibacter causantes del
HLB.

Los fitopatdgenos se han valido de hemipteros para lograr su dispersién y desarrollo a
nuevas plantas. Las relaciones entre patdgeno y vector son en la mayoria de los casos especificas
(Weintraub y Beanland, 2006). Por ejemplo, los virus pueden ser transmitidos por trips,
chicharritas, &caros y moscas blancas; por el contario, algunas especies de vectores de virus no
son capaces de trasmitir otro grupo de patégeno, como son los afidos y moscas blancas
(Hogenhout et al., 2008). En los fitoplasmas, que son trasmitidos por las familias Cicadellidae,

Cixidae, Cercopidae, Psyllidae y Fulgoridae, se demostro que la proteina de la membrana
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fitoplasmatica y receptores del tracto digestivo del insecto vector les permite ser transmitidos por
mas de una especie de cicadélidos. Por ejemplo, los fitoplasmas del grupo 16Srl son transmitidos
aproximadamente por 24 especies de chicharritas (Christensen et al., 2005). Los espiroplasmas
han desarrollado también mecanismos de especificidad con su insecto vector; en la mayoria de

estos molicutes sintetizan la proteina espirulina, cuya funcion es antigena (Bové et al., 2003).

En la relacion D. citri y CLas, de la misma forma que en virus y molicutes, existen
diversos factores que pudieran explicar porque la bacteria es capaz de colonizar y multiplicarse
dentro del psilido y ser transmitido por este. La participacion de otros procariontes, como son los

endosimbiontes juegan un papel crucial en la transmision de CLas por D. citri.

El sistema inmune del insecto se encarga de evitar que organismos extrafios entren al
cuerpo o suprimen el crecimiento y replicacion de los patdgenos una vez dentro del tejido del
huésped, a través de mecanismos de defensa que actlan individualmente o en combinacion
(Eleftherianos et al, 2013). Los endosimbiontes han desarrollado estrategias para suprimir los
mecanismos del sistema inmune del insecto. Algunas teorias sugieren que estas estrategias
fortalecieron aln mas el sistema inmunol6gico, no obstante, en algunos insectos dichas
estrategias favorecen la entrada y establecimiento de los fitopatdgenos a su organismo sin que

estos sean atacados (Eleftherianos et al., 2013).

En D. citri, Candidatus Wolbachia sp. (CW) es capaz de suprimir el gen SC1 de CLas
promotor de holina, causante del ciclo litico de la bacteria, el cual se activa al contacto con la
planta, no asi en el psilido, lo que sugiere que las proteinas sintetizadas por CW trabajan como

anticuerpos en D. citri, lo que explica porque la bacteria no mata al psilido. Sin embargo, esta
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interaccion afecta la longevidad D. citri negativamente (Ramirez-Sanchez et al., 2016; Jain et al.,
2017). Candidatus Carsonella ruddii (CCr), endosimbionte primario de D. citri ademas de sus
funciones basicas, produccion y conversion de energia, transporte y metabolismo de
aminoéacidos, es responsable de la sintesis de proteinas chaperonas, que como ya se menciond son
las responsables del movimiento de los fitopatdgenos dentro del vector sin ser afectados por
enzimas, aun no esta demostrado que las proteinas chaperonas sintetizadas por CCr son las
responsables del movimiento de CLas de la hemolinfa a las glandulas salivales después de formar
una biopelicula en el instinto medio pero parece ser la explicacion mas viable (Van den Heuvel et
al., 1997; Pelz-Stelinski et al., 2010; Ammar et al., 2011; Gill et al., 2016). CLas dentro del D.
citri reduce las la sintesis de proteinas de CCr, CW, otros endosimbiontes y de su huésped, en
estudios realizados a la hemolinfa de psilidos positivos a CLas, se encontrd una sola proteina
(Proteinas de reconocimiento de peptidoglicano-SB2) encargada de activar el sistema inmune en

contraste con psilidos sanos donde se detectaron més de una (Gill et al., 2016).

Solamente los psilidos son capaces de trasmitir a CLas a pesar de gue otros insectos como
cicadélidos, trips y piojoso harinosos tienen una ingesta del floema (Hernandez-Fuentes et al.,
2014). Es posible que carezcan de la capacidad de retener a CLas en las glandulas salivales como
lo hacen D. citri y E. erytrae o que CLas sea incapaz de multiplicarse debida a la respuesta

inmunoldgica de los insectos (Capoor et al., 1967; Lallemand et al., 1986).

En las colectas realizadas se encontro a D. citri alimentandose de plantas de citricosy a F.
dugesii cerca de los arboles de limén mexicano, pero este ultimo no se le encontro ni posando ni
alimentandose del citrico. Existen reportes de que en la region muestreada estd presente B.

cockerelli vector de dos de especies de Ca. Liberibacter e insecto plaga de un numero
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considerable de especies cultivables y que pudiera ser candidato a insecto portador de CLas lo
que se sugiere estudios a futuros de la relacion que pueda tener este psilido con CLas (Alvarez-

Hernandez et al., 2009).

8 CONCLUSIONES

Se analizaron 930 insectos mediante gPCR de los 1 812 capturados. 168 individuos de la
familia Cicadellidae, 544 de Thripidae (Scirtothrips citri), 38 de Pseudoccocidae (Planococcus
sp.), 55 de Aphididae (Toxoptera urantii), 125 de la super familia Psylloidea (F. dugessi y D.
citri). No se detect6 la presencia de CLas en las muestras examinadas, excepto en ejemplares de

Diaphorina citri.
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