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RESUMEN

El permanente del tomate, la enfermedad de la punta morada, y el “Zebra chip” son
enfermedades que ocasionan dafios considerables en los cultivos de tomate y papa,
respectivamente. El agente causal es trasmitido por injerto o por interaccion con plagas
de insectos de la especie Bactericera cockerelli Sulc. En México en afios recientes, B.
cockerelli es considerada como plaga primaria, y es comun que se realicen aplicaciones
de insecticidas durante la etapa de cultivo. Se ha manifestado alarma debido a que hay
fallas en el control por medios quimicos, aunque puede atribuirse el problema a
deficiente calibracién de equipos de aplicacion, baja cobertura de la aspersion en el
follaje 0 la expresion fenotipica de la resistencia a insecticidas. Esto Gltimo, hace
evidente la necesidad del desarrollo de métodos de control alternativos para este tipo de
plaga. Recientemente, la genética es utilizada para obtener el maximo beneficio de ella'y
obtener blancos especificos de regulacion en muy poco tiempo, aunado a esto, la
relacién que existe entre la reproduccion y el proceso de vitelogénesis hace de esto una
alternativa potencial para el control de insectos. Asi, acoplando ambos conocimientos se
podria aplicar una estrategia genética adecuada a largo plazo para alterar la expresion de
los transcritos codificantes en el proceso de vitelogénesis reduciendo de esta forma la
poblacién plaga y la propagacion de las enfermedades. El objetivo de este trabajo estuvo
encaminado a caracterizar parcialmente y cuantificar el receptor de vitelogenina en B.
cockerelli. Para llevar a cabo este estudio, se cubrid los siguientes objetivos particulares;
se busco la secuencia del receptor de vitelogenina por dos estrategias, con secuencias
publicadas de otras especies de insectos y por el transcriptoma de B. cockerelli. La
caracterizacion parcial del receptor se hizo a través de las secuencias nucleotidicas
obtenidas por PCR en punto final, y secuenciacion por electroforesis capilar. La
cuantificacion relativa se realizé por la técnica de PCR en tiempo real para reportar los
niveles de expresion del receptor en adultos y ninfas. El porcentaje de similitud de la
secuencia de vitelogenina obtenida en el laboratorio en comparacién con la secuencia
del transcriptoma completo de la especie reportada en el GenBank fue de un 90%. Los

analisis de expresion demostraron que el receptor de vitelogenina se encuentra



expresado tanto en hembras como en machos de B. cockerelli, recolectados directamente
del cultivo de papa, siendo significativamente mayor en las hembras. Al analizar la
expresion relativa en ninfas provenientes de confinamiento en invernadero se encontro
una menor expresion del receptor en comparacion con los especimenes de campo.
Estudios futuros sobre el receptor de la vitelogenina son necesarios para dilucidar la
secuencia completa del mismo y considerarla como un blanco potencial para el control

de esta especie plaga.



ABSTRACT

The permanent of tomato, potato purple top, and "Zebra chip” are diseases causing
considerable damage to tomato and potato crops. Grafting or interaction transmit the
causal agent with Bactericera cockerelli Sulc. In Mexico, B. cockerelli is considered
primary pest, and it is common to control mainly by insecticide applications during the
growing season. Control failures by chemical means have revealed the need to explore
alternative methods of suppression of the pest and diseases. Recently, genetics is used to
obtain the maximum benefit from it and get specific targets of regulation in a short time.
Part of this is the relationship between reproduction and the process of vitellogenesis
that makes a potential alternative for pest control. In that sense, a genetic strategy to alter
the expression of transcripts in the coding process of vitellogenesis could be applied
reducing pest population and the spread of the disease. The aim of this study was to
characterize and quantify vitellogenin receptor in B. cockerelli. The vitellogenin receptor
sequence was obtained from published sequences of other insect species and the
transcriptome of B. cockerelli. We obtained a partial characterization of the receptor by
PCR endpoint and sequencing by capillary electrophoresis. The relative quantification
was performed by PCR in real time to report the expression levels of the receptor in
adults and nymphs. The similarity of vitellogenin sequence obtained in the laboratory
was 90% compared with the sequence of the entire transcriptome of the species reported
in GenBank. The expression analysis showed that vitellogenin receptor is expressed
significantly in females compared with males of B. cockerelli, collected directly from
the potato crops. The relative expression of the vitellogenin receptor on nymphs
obtained from greenhouse was lower compared with males and females from the field.
Future studies of vitellogenin receptor are needed to elucidate the complete sequence

and to be considered as a potential target for the control of this pest species.



1. INTRODUCCION

La punta morada (PMP) de la papa [Solanum tuberosum (L)] es una enfermedad
asociada con la transmision de fitoplasmas, que causa un desorden metabdlico en la
solanécea (Leyva-LOpez et al. 2002). En México, es uno de los principales problemas
fitopatologicos de la papa y ocurre en las zonas productoras principales, como en los
Valles y Sierras del Eje Neovolcanico (Zavala Quintana 2002; Zavala et al. 1998).

Los sintomas de la PMP en el follaje se caracterizan por una disminucion en el
crecimiento, abultamiento del tallo en los lugares de insercion de las hojas, y una
coloracién purpurea en los foliolos. Los tubérculos provenientes de plantas con sintomas
de PMP desarrollan un pardeamiento interno y generalmente no brotan, o si lo hacen,
sus brotes son muy delgados o ahilados (Cadena et al. 2003). Se ha demostrado que los
sintomas descritos previamente estan asociados con la presencia del psilido de la papa
Bactericera cockerelli Sulc. (Hemiptera: Triozidae); también conocida como Paratrioza
cockerelli Sulc. (Tuthill 1945; Arslan, 1985).

B. cockerelli también ocasiona problemas en cultivos de tomate [Solanum lycopersicum
(L)], Garzdén en 1984 reportd la existencia de una enfermedad que causé un 60% de
dafios en la produccion de tomate en Guanajuato, a la que nombrd “Permanente del
tomate”. Los sintomas se inician con una clorosis de los brotes apicales y las hojas
inferiores presentan una textura quebradiza. En las flores, se manifiesta necrosis y son
abortadas; la planta es pequefia y de un color verde mas intenso que las normales
(Garzon 1984, 1986).

Recientemente, este insecto ha demostrado ser vector de la bacteria Candidatus
Liberibacter solanacearum, que es el agente causal de la enfermedad Zebra chip
(Hansen et al. 2008; Liefting et al. 2008, 2009; Lin et al. 2009; Yang et al. 2010b;
Granados-Echegoyen 2010). Esta bacteria se moviliza a través del floema, y se detecta
con mayor frecuencia en las hojas del nivel medio superior; por lo que se considera que

la bacteria sigue el movimiento de los carbohidratos hacia las hojas jovenes



(SENASICA 2013). Su principal hospedante es el cultivo de papa, (Liefting et al. 2009a,
2009b) sin embargo, se han reportado dafios a cultivos de tomate [Solanum lycopersicum
(L)] y chile [Capsicum annuum(L)] bajo invernadero en Nueva Zelanda (Liefting et al.
2009a), y amarillamiento de zanahoria [Daucus carota (L)] en Finlandia (Munyaneza et
al. 2010).

A pesar de los avances en el manejo integrado de B. cockerelli (Garzén et al. 2005), el
combate quimico sigue siendo la herramienta principal para mantener la densidad de
poblacion por debajo del umbral econémico (Lawson et al. 1999). Dada la capacidad
para desarrollar resistencia a insecticidas y la exigencia del mercado para reducir el uso
de productos de elevado riesgo al ambiente y salud humana, la industria se ha enfocado
al desarrollo de insecticidas de alta eficacia bioldgica, bajo impacto sobre los agentes de

control biolégico y amplio margen de seguridad al ambiente (Tucuch-Haas et al. 2010).

El conocimiento de la secuencia del DNA o RNA de los organismos es la clave para
entender como funciona cada uno de ellos (Bronner et al. 2009). A pesar de que B.
cockerelli es una plaga muy importante en la agricultura, existen poca informacion
genomica disponible (Nachappa et al. 2012). La secuenciacion de nueva generacion ha
revolucionado la habilidad para monitorear la expresion génica (Sorek et al. 2010;
Ibafiez et al. 2014). La identificacién de mensajeros de RNA en B. cokerelli permite
encontrar blancos potenciales para el desarrollo de tecnologias para el control de este
vector (Nachappa et al. 2012; Ibariez et al. 2014).

En esta investigacion se estudié el receptor de la vitelogenina, debido a que es
indispensable su sintesis para la reproduccion en los insectos. Se ha reportado su
importancia en varias especies como Spodoptera litura Fabricius (Shu et al. 2010),
Aedes aegypti (L) (Sappington et al. 1996), Blatella germanica (L) (Ciudad et al. 2005)
entre otros. Por lo que, se disefid una estrategia para amplificar por PCR un fragmento
del receptor de vitelogenina en B. cockerelli Sulc, encontrandose expresado en hembras,

machos y ninfas de esta especie.



2. ANTECEDENTES

2.1. Taxonomia Bactericera cockerelli Sulc

Dominio: Eukariota
Reino: Metazoa
Filum: Arthropoda
Clase: Insecta
Orden: Hemiptera
Familia: Triozidae
Género: Bactericera

Especie: Bactericera cockerelli [Sulc 1909] (Invasive species compendium)

B. cockerelli tiene dos nombres comunes: el psilido de la papa o el psilido del tomate.
En México, se le conoce también como pulgdn saltador (ESA 2011; EPPO bulletin
2013; Invasive species compendium). B. cockerelli fue recolectado por primera vez en
una plantacion de papa en Colorado por T.D. Cockerell. Fue descrito por Sulc en 1909 y
subsecuentemente designado como Trioza cockerelli; Crawford en 1911, lo reasigné en

el género Paratrioza.

En 1997, cuando el género Paratrioza fue sinonimizado con el género Bactericera,
también hubo cambio de familia de Psyllidae a Triozidae (Burckhard et al. 1997;
Abdulla 2008; Hodkinson 2009). Descripciones morfologicas de B. cockerelli pueden
ser encontradas en Crawford (1911, 1914), Essig (1917), Ferris (1925) y Tuthill (1945).

2.1.1. Distribucioén de B. cockerelli Sulc.

B. cockerelli se distribuye nativamente en el suroeste de Estados Unidos y el Norte de
México (Pletsch 1947; Wallis 1955). También se ha reportado, en las provincias de
Alberta (Ver Figura 1), Columbia Britanica, Ontario, Quebec, Saskatchewan, en Canada
(Ferguson et al. 2001; EPPO Bulletin 2013). En Estados Unidos: en Arizona, California,

Colorado, Idaho, Kansas, Minnesota, Montana, Nebraska, Nevada, Nuevo México,



Dakota del Norte, Oklahoma, Oregon, Dakota del Sur, Texas, Utah, Washington,
Wyoming (Pletsch 1947; Wallis 1995; Crashaw 1993; Al-Jabr 1999; Pavlista, 2002;
Abdullah 2008; Muyaneza et al. 2009a; Crosslin et al. 2010; 2012a,b; Munyaneza 2010,
2012; Butler et al. 2012a; Munyaneza et al. 2012). En los estados de México; Baja
California, Chihuahua, Coahuila, Guanajuato, Jalisco, Nuevo Leon, Sinaloa, Sonora,
Tlaxcala (Tuthill 1945; Cadena et al. 2003; Rubio-Covarrubias et al. 2006; Munyaneza
et al. 2007a; Trumble 2008; Munyaneza et al. 2009b,c,d; Munyaneza 2012; Butler et al.
2012a; Munyaneza et al. 2012).

Figura 1. Distribucion geografica de B. cockerelli en América. El area azul claro indica que estas
provincias son colonizadas intermitentemente. Notése que en la mitad de Norteamérica no se ha reportado
la presencia del psilido. Mapa: Scott Burton, FDACS/Div. Plant Industry (Halbert et al. 2012).

En América central se ha reportado B. cockerelli en; Guatemala, Honduras y Nicaragua
(Pletsch 1947; Wallis 1955; Secor et al. 2004; Molina et al. 2004; Trumble 2008, 2009;
Jackson et al. 2009; Secor et al. 2009; Espinoza 2010; Munyaneza 2010, 2012; Rehman
et al. 2010; Butler et al. 2012a; Munyaneza et al. 2012) . También se sospecha que éste
presente en los paises vecinos, incluyendo El Salvador (Munyaneza, datos no
publicados). Por ultimo, este insecto se encuentra invasivamente en Nueva Zelanda en la
Isla norte y la Isla sur (Gill 2006; Teulon et al. 2009; Liefting et al. 2009a; Thomas et al.
2011).



2.1.2. Hospederos

B. cockerelli se hospeda principalmente en plantas de familia Solanaceae. Se alimenta,
reproduce y desarrolla en una variedad de especies cultivadas y silvestres, como papa
(Solanum tuberosum), tomate (Solanum lycopersicum), chile (Capsicum annuum),
berenjena (Solanum melongena), tabaco (Nicotiana tabacum), tomate de céascara
(Physalis ixocarpa), toloache (Datura metel y D. stramonium), tomate silvestre
(Solanum lycopersicum var. ceriforme), hierba mora (Solanum nigrum), mala mujer
(Solanum rostratum), cereza de suelo (Physalis spp.), enredadera de campo
(Convolvulus arvensis), y camote (Ipomoea batatas) (Bayer CropScience 2005;
Knowlton et al. 1934a; List 1939; Wallis 1955; Puketapu et al. 2011; Lépez et al. 2003).

También se han recolectado adultos de plantas que pertenecen a las siguientes familias;
Amaranthaceae, Asclepiadaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Convolvulaceae, Fabaceae,
Lamiaceae, Violaciae, Chenopodiaceae, Malvaceae, Menthaceae, Pinaceae, Poaceae,
Polygonaceae, Ranunculaceae, Rosaceae, Salicaceae, Scrophulariaceae vy
Zygophyllaceae (EPPO Bulletin 2013; Tucuch-Haas et al. 2010).

2.1.3. Bionomia de B. cockerelli Sulc

La biologia y el ciclo de desarrollo del insecto hemimetabolo B. cockerelli (Figura 2) ha
sido documentada desde 1930, sin embargo, hay una considerable variacion en la
biologia del psilido reportada en la literatura. Por ejemplo, Wallis (1955) reportd que la
fecundidad de una sola hembra era de 500 huevos en cultivo de papa, mientras que
Abdullah (2008) mostrd que las hembras de los psilidos pueden depositar en promedio

231.8 huevos en tomate.

Se ha realizado estudios independientes del ciclo de desarrollo en el psilido de la papa en
varias plantas hospederas incluyendo papa, berenjena, chile y tomate (Abdullah 2008;
Liu et al. 2004; Liu et al. 2006a; Yang et al. 2009; Yang et al. 2010). El tiempo

promedio requerido del desarrollo de huevo a adulto es de 15 a 30 dias a una



temperatura de 27°C la cual favorece el desarrollo y supervivencia; temperaturas bajo
15°C o sobre 32°C afecta adversamente. Una sola generacion puede ser completada de
3-5 semanas, dependiendo de la temperatura. EI ndmero de generaciones varia
considerablemente entre regiones, usualmente de tres a siete. Sin embargo, una vez que
los psilidos invaden un &rea, la ovoposicion prolongada causa que las generaciones se
sobrepongan, haciendo que sea dificil distinguir entre las mismas; el ciclo completo de
ovoposicion ocurre en promedio durante 21.45 dias (Pletsch 1947; EPPO Bulletin 2013;
Pavlista 2002; Al-Jabr 1999).

Ninfa
(12-21 dias)

Ninfas del dltimo
estadio, con
paquetes alares

Huevo
(3-9 dias)

Ciclo del desarrollo
Bactericera cockerelli

(Duracién total: 15-30 dias)

(Varios dias)

La hembra deposita
mas de 500
huevecillos

Planta con el
permanente =
del tomate

Figura 2. Ciclo de desarrollo de B. cockerelli. Modificado de BayerCropScience 2005.

Los huevos de B. cockerelli se fijan en las orillas de las hojas, en la cara inferior de las
venas de las hojas, y algunas veces estan aislados sobre las porciones superiores de las
plantas (List 1939). Son de color amarillo brillante y de forma ovalada, cambian de color
a anaranjado durante el periodo de incubacion debido al desarrollo del embrion; este
periodo ocurre de 3 a 9 dias. Los ojos rojos de las ninfas son observables cerca del

extremo apical cuando estan por eclosionar (Rowe et al. 1935).



Los cinco estadios ninfales tienen caracteristicas morfologicas similares (Compere
1916), aunque presentan cambios estructurales como son: incremento en el tamafo del
cuerpo, desarrollo de alas y un aumento en el nimero de glandulas de cera marginales
(Rowe et al. 1935). El primer estadio ninfal es de color amarillo claro y de forma
ovalada. Los cambios de color de las ninfas comienzan en el segundo estadio, y
adquieren una tonalidad amarilla obscura. En el tercer estadio son de color marrén con
matices verdosos, y finalmente, en el cuarto y quinto estadios son de tonalidad verdosa.
El desarrollo de las alas es observado por primera vez en el tercer estadio ninfal y es

notable durante el cuarto y quinto estadio (Pletch 1947).

Los adultos son descritos con detalle por Rowe et al. (1935), son pequefios, miden
aproximadamente 2.5-2.75 mm., las alas son claras, parecen cigarras miniatura, su
habito es saltador y se alimentan de la savia (floema). Su color atraviesa los cambios
graduales del amarillo ligero al verde cuando recién eclosionan, café o verde tres dias
después, hasta que llegan a ser grises 0 negros con marcas blancas cuando han pasado
cinco dias después de la eclosién. Las marcas blancas son caracteristicas de los psilidos,
en particular una amplia banda blanca, transversal en el primer segmento abdominal y
otra en forma de V invertida en el Gltimo segmento abdominal (Wallis 1955). Las
hembras pueden vivir tres veces mas del tiempo que los machos, el apareamiento ocurre
dos o tres dias después de la eclosion. Abdullah (2008), describié periodos del desarrollo
dividiéndolos en: desarrollo ninfal, etapa de incubacion, etapa de pre-ovoposicion, y pre-
apareamiento, describiendo solamente el dimorfismo sexual en hembras y machos en la

etapa adulta.

Tabla 1. Fases y tiempo de desarrollo en B. cockerelli

Ciclo de Periodo de Ninfa Incubacion Pre- Pre-
vida desarrollo ovoposicién  apareamiento
Dias 34.7+ 28.4+3.05 21.6+2.82 6.74+0.72 6.9+0.67 4.2+0.49
2.76

Modificado de Abdullah, 2008.



En Norteamérica, B. cockerelli migra anualmente con el viento y por las temperaturas
elevadas; a finales de la primavera, desde sus areas de hibernacion y cria en el oeste de
Texas, sur de Nuevo Mexico, Arizona, California y Norte de México hacia las regiones
septentrionales de Estados Unidos y sur de Canada, especialmente a través de los
estados del medio oeste y las provincias canadienses a lo largo de las Montafias Rocosas
(Romney 1939; Pletsch 1947; Jensen 1954; Wallis 1955; Abernathy 1991).

2.1.4. Dafos ocasionados por B. cockerelli Sulc como plaga agricola

Las mayores pérdidas ocasionadas por el psilido B. cockerelli en los cultivos de papa
[Solanum tuberosum (L)], chile [Capsicum annuum (L)] y tomate [Solanum
lycopersicum(L)] han ocurrido en Ontario, Canada (Ferguson et al. 2003), en
Washington (McGuire 2002), en el centro de Estados Unidos (Zink 1998, Al-jabar
1999), en California, al sur de los EUA en la frontera con México (Liu et al. 2004; Liu et
al. 2005), en Coahuila, Guanajuato, San Luis Potosi en México (Liu et al. 2006; Garzon
2003; Diaz et al. 2005; Rubio et al. 2011); en consecuencia, este insecto se considera

una plaga primaria (Garzon et al. 1992; Garzén 2003).

B. cockerelli ocasiona en cultivos horticolas una enfermedad conocida como
“amarillamiento del psilido” (Figura 3) cuyos sintomas principales son la coloracion
amarilla o pdrpura de las hojas hasta una disminucion en el desarrollo de la planta que
podria ocasionarle la muerte. Los cambios fisiologicos e histoldgicos en plantas
enfermas incluyen desbalance proteico, reduccion en los niveles de almidén y alteracion
en el metabolismo de carbohidratos (Cranshaw 1993). Adicionalmente, en plantas muy
dafadas se observa una completa interrupcion de la actividad de los cloroplastos, por lo
que suelen tener una pigmentacion mas clara debido a la reduccién de los niveles de

clorofila y caroteno (Garcia-Negroe 2007).

El amarillamiento del psilido se cree que esta asociado con la alimentacién por las ninfas
del psilido (List 1925) y puede ser causado por una toxina producida en el insecto

(Carter 1939), pero la identificacion de esta toxina ain permanece desconocida



(Abernathy 1991; Sengoda et al. 2010). Ademas, ninfas y adultos producen secreciones
cerosas blanquecinas con apariencia de sal, que pueden llegar a afectar la calidad del
fruto y propiciar el crecimiento de microorganismos patdgenos como hongos y bacterias
(Cranshaw 1993).

Figura 3. Plantas de papa Solanum tuberosum (L) con sintomas de “amarillamiento del psilido”. Joe
Munyaneza USDA/ARS.

Por otra parte, se ha relacionado a B. cockerelli como el transmisor de desérdenes en el
metabolismo en sus plantas hospederas, denominadas como enfermedad de la punta
morada de la papa (PMP) y permanente del tomate (Figura 4). Estos desordenes
ocasionan, un pardeamiento y brotacion anormal de los tubérculos o frutos, lo que
disminuye el rendimiento y la calidad de cultivos (Cadena et al. 2003, Céardenas-
Valenzuela et al. 2010, Garcia de la Rosa et al. 2002).

Almeyda et al. en el 2002b indic6 que el psilido B. cockerelli colectado en tomate
(Solanum lycopersicum L), en el estado de Morelos, que presentaba los sintomas del
permanente fue positivo a un fitoplasma del grupo I, el cual es considerado como uno de
los agentes causales de la enfermedad punta morada de la papa. Por otra parte,
Maramorosch (1998), menciona que a ésta ultima, se le ha atribuido como agente causal,
un fitoplasma. En Coahuila y Nuevo Leon, se encontrd que son dos fitoplasmas
implicados como agentes etiolégicos en el sindrome de punta morada (Almeyda et al.
2008). En el 2007, en un estudio realizado en Sinaloa, se encontro que B. cockerelli fue
capaz de transmitir tres grupos diferentes de fitoplasmas en plantas de chile, papa y

tomate (Garcia-Negroe 2007).



Figura 4. Sintomas de “punta morada” en la papa. Tomado del Folleto para productores No. 54;
Garzon et al. 2007.
Finalmente, B. cockerelli se ha mostrado que transmite Zebra chip (ZC) al momento de
alimentarse. Esta es una enfermedad emergente y econémicamente importarte de
cultivos de papa en el suroeste de los Estados Unidos, México, América Central y Nueva
Zelanda (Munyaneza et al. 2007a,b; Liefting et al. 2008; Secor et al. 2009; Crosslin et al.
2010; Munyaneza 2010). Ha sido asociada con especies no completamente descritas,
clasificada como “Candidatus Liberibacter solanacearum” (sinénimo Candidatus.
Liberibacter psyllaurous) (Hansen et al. 2008; Liefting et al. 2008, 2009b; Secor et al.
2009; Crosslin et al. 2010; Munyaneza 2010). Recientemente, se reportd la presencia de
esta bacteria en cultivos de papa y tomate de San Luis Potosi y Nuevo Leon, México,

incluso en muestras asintomaticas (Ontiveros-Guerra 2012).

Esta enfermedad causa clorosis foliar y un subsiguiente color purpura, internodos
acortados y produccion de tubérculos aéreos. La caracteristica particular de los sintomas
del Zebra chip es la produccion de una coloracién moteada oscura concentrada en el
tejido perimedular de la papa. Este defecto, llega a ser mas pronunciado cuando los
tubérculos son freidos, produciendo un patrén regular rayado cuando se realizan rodajas

latitudinales, lo que le da el nombre de Zebra chip (Buchman et al. 2011).

Levy et al. (2011) mencionan que Candidatus Liberibacter solanacearum, se moviliza a
través del floema en tomate y papa. La frecuencia y direccién del desplazamiento varian
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entre las dos especies y entre las variedades de papa. En ambos cultivos, se detect6 a la
bacteria con mayor frecuencia en las hojas del nivel medio superior, tres semanas
después de la transmision por B. cockerelli. Las tasas del movimiento fueron similares
entre las variedades de papa con una mayor incidencia de sintomas en variedades
susceptibles. Con esto, se sugiere que la bacteria sigue el movimiento de los
carbohidratos hacia las hojas jovenes (SENASICA, 2013).

Figura 5. Enfermedad de Zebra chip. Los sintomas presentes en el tubérculo (A) y en las papas fritas
(B). Tomada de Buchman et al. 2011.

2.2. Control de Bactericera cockerelli Sulc.

2.2.1. Control Cultural.

El control cultural se refiere a la manipulacién intencional de un ambiente de cultivo
para reducir las tasas de incremento de las plagas y los dafios provocados por ellas
(Pedigo et al. 2006). En Colorado, USA, se recomendaron plantas de chile como
cultivos trampa para atraer a B. cockerelli (Cranshaw 1994). Desde los afios 30’s, se
recomienda la eliminacidn de criaderos potenciales en la primavera y verano, a través de
la exclusion de las plantaciones de papa temprana y solanaceas sin importancia
econdmica, tales como, Lycium barbarum L para reducir las poblaciones de B.
cockerelli (Knowlton 1934a; Hill 1947; Cranshaw 1994). En México, se recomienda
programar fechas de siembra de los cultivos (Garzén et al. 2007), asi como para su
deteccion, se utilizan trampas amarillas con pegamento para captura de adultos, también
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trampas verdes fosforescentes y muestreos al follaje para detectar ninfas (Rubio et al.
2006).

2.2.2. Control Biologico.

Se reporta una considerable cantidad de insectos actuando como depredadores, sobre
todo de los estadios inmaduros de B. cockerelli de manera presencial en el cultivo, ya
qgue no se han utilizado de manera extensiva para controlar a la plaga. La lista de
depredadores reportados se observa en la Tabla 2 (Al-Jabr 1999; Plestch 1947; Horne et
al. 2001; Knowlton 1933a,b 1934b; Compere 1943; Romney 1939; Butler et al. 2012a,b;
O Conell et al. 2012; Pugh 2013; Jorgensen et al 2011; McGregor 2013; Walker et al.,
2011; Tamayo-Mejia 2014).

Tabla 2. Principales depredadores de B. cockerelli Sulc

Orden Familia Especie
Neuroptera Chrysopidae Chrysoperla carnea Stephens
Chrysoperla rufilabris Burmeister
Hemerobiidae Micromus tasmaniae Walker
Coleoptera Coccinellidae Hippodamia convergens Guerin-Meneville

Hippodamia guinquesignata Kirbi

Hippodamia tredecimpunctata L

Hippodamia americana Crotch

Hippodamia lecontei var uteana Casey

Hippodamia parenthesis Say

Cryptolaemus montrouzieri Mulsant

Cleobora mellyi Mulsant

Scymnus loewii Mulsant

Coccinella septempunctata L

Coccinella novemnotata Herbst

Coccinella undecimpunctata L

Coccinella transversoguttata Faldermann

Adalia bipunctata L

Harmonia axyridis Pallas

Cycloneda sanguinea L

Olla vnigrum Mulsant

Scymnus loewii Mulsant

Melyridae Collops necopinus Fall
Staphylinidae Platystethus spiculus Erichson
Diptera Syrphidae Melanostoma fasciatum Macquart
Allographta sp.
Sphaerophoria sp.
Dolichopidae Asyndetus sp.
Chrysotus sp.
Medetera sp.
Hemiptera Geocoridae Geocoris decoratus Uhler

Geocoris pallens Stal
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Anthocoridae Orius tristicolor White

Anthocoris tomentosus Pericart

Anthocoris melanocerus Reuter

Memiptera Nabidae Nabis ferus L

Miridae Deraeocoris brevis Ulher

Dicyphus hesperus Knight

Cyrtopeltis modesta Distant

Hemiptera Berytidae Pronotacantha annulata Uhler
Reduviidae Empicoris sp.
Dermaptera Forficulidae Forficula auriculatria L
Hymenoptera Formicidae Linepithema humile Mayr

Modificado de Tamayo-Mejia 2014

Por otro lado, para B. cockerelli se reporta el parasitoide Methaphycus psyllidus
(Hymenoptera: Encyrtidae) (Pletsch 1947, Compere 1943; Jensen 1957) como
alternativa de control biolégico. Ademas, en ensayos de laboratorio se ha observado a
Tamarixia radiata parasitando a B. cockerelli pero en menos de un 5% (Hoddle et al.
2014).

Romney (1939) reporté el parasitismo efectuado en B. cockerelli por el himenoptero
parasito (Eulofido) Tamarixia triozae Burks (Pletsch, 1947). Durante el proceso de
parasitismo, las hembras de T. triozae paralizan temporalmente a las ninfas de cuarto y
quinto estadio de B. cockerelli y colocan sus huevos en la parte ventral. Al eclosionar la
larva, ésta se desarrolla de manera ectoparasitica debajo de la ninfa del huésped. Durante
la alimentacién de las larvas, el color del exoesqueleto de la ninfa pasa de color verde a
marron. Los adultos emergen de la ninfa a través de una abertura circular (Pletsch 1947;
Jonhnson 1971).

Desde que ocurre la ovoposicion hasta la emergencia de los adultos, para T. triozae, se
necesitan alrededor de 12 dias a 26°C. Los huevos, larvas y pupas tienen un tiempo de
desarrollo de 1.5, 3.5 y 5.7 dias; las hembras adultas viven 19.9 dias y su periodo de
preoviposicion es de 1.9 dias aproximadamente. Se ha reportado que una hembra de T.
triozae Burks, elimina en promedio 312 ninfas de B. cockerelli, de las cuales el 56% son

por parasitismo y el 44% por depredacion (Ceron-Gonzélez et al. 2014).
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Johnson (1971) hizo numerosas observaciones en campo de esta especie. El concluyd
que era poco probable el control bioldgico para B. cockerelli porque: 1) existia una
pobre sincronizacion entre B. cockerelli y el parasitoide, debido a que aparece
tardiamente en la temporada. 2) en campo, existe una alta mortalidad del parasitoide
durante la etapa de pupa con un rango de 38-100% y 3) estudios en laboratorio
demostraron que las hembras solo depositan huevos durante el cuarto y quinto estadio
ninfal, lo que permite que la ninfa se alimente e infecte a los cultivos antes de que muera

por la presencia del parasito.

Por el contrario, se han reportado parasitismo de hasta un 85% en campo (Lomeli-Flores
et al. 2002; Bravo 2002), con potencial en condiciones de invernadero (Weber 2013;
McGregor 2013). Asimismo, T. triozae fue importado a Nueva Zelanda como un posible
agente potencial para controlar poblaciones de B. cockerelli en chile, tomate y papa
(Workman et al. 2009). Tamayo-Mejia en el 2014 realiz6 una investigacion evaluando el
parasitismo de T. triozae Burks sobre B. cockerelli Sulc, empleando al mismo tiempo,
aislamientos de Beauveria bassiana. El recomendd un aislado llamado Bb40 a la dosis
CLgo Y la liberacion del parasitoide 8 dias antes de aplicar el patdgeno, para mejorar el
biocontrol de B. cockerelli en campo.

2.2.2.1. Hongos entomopatdgenos.

Los hongos son utilizados como control natural para poblaciones de insectos, el éxito en
el uso de hongos patogénicos para el control de insectos depende principalmente de
condiciones ambientales apropiadas como temperatura, humedad, e intensidad de
radiacion ultravioleta (Feng et al. 1994; Weinzierl and Henn 1989). Las especies de
hongos que se han reportado para el control de B. cokerelli son Beauveria bassiana
(Balsamo), Isaria fumosorosea (Wize), Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) y
Verticillum lecanii (Zimmerman) (Al-Jabr 1999; Strand 2006; Sanchez-Pefia et al. 2007,
Lacey et al. 2009, 2011).
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2.2.3. Control Quimico.

Uno de los primeros insecticidas que se usd y se reporto efectividad fue con “lime
sulfur” para el control de B. cockerelli en tomate y papa. El control fue realizado por
aplicacion y se observo muerte inmediata de adultos durante el tiempo de aplicacion, se
repelié a hembras durante la ovoposicion y del efecto residual, en las ninfas que se
acercaban a las superficies rociadas; sin embargo, éste es tdxico para los cultivos (List
1935).

Page-Weir et al. (2011) han reportado once insecticidas que presentaron eficiencia
contra ninfas y adultos del psilido de la papa. Las aplicaciones de abamectina, aceite, y
bifentrina han sido eficaces contra poblaciones de adultos después de tres dias de
tratamientos. La mezcla de abamectina y aceite, bifentrina y spirotetramat, spiromesifen
(estos ultimos inhibidores de la acetil CoA carboxilasa; son derivados del &cido
tetronico y tetramico) han sido los compuestos que controlaron mejor a los estadios
ninfales (Bujanos et al. 2005; Bravo et al. 2007; IRAC 2014).

En comunicacion personal con el Ing. Roberto Gonzélez (Saltillo, Coah., México en el
2013), se usan insecticidas organosintéticos para adultos de B. cockerelli: alfametrina, z-
cipermetrina, bifentrina (piretroides); metomilo y oxamil (carbamatos); curacron,
monocrotofos, diclorvos (organofosforados); y endosulfan (clorados). Para ninfas, se
usan spirotetramat, imidacloprid y abamectinas. En la Tabla 3, se detalla el modo de

accion de algunos productos derivados contra B. cockerelli.

Tabla 3. Modo de accion de algunos productos para el control de B. cockerelli

Nombre Ingrediente activo  Modo de accién

Insecticidas derivados Azadirachtin Efecto  antialimentario, regulacion en el

del Neem (Azadirachta crecimiento de los insectos de manera negativa,

indica A. Juss) efectos en la reproduccion (Mordue et al. 1993)

Imidacloprid De la clase Interrupcion en el sistema nervioso del insecto,
cloronicotinil porque actGa como un inhibidor competitivo en los
nitroguanidina receptores de aceticolina (Schmeer et al. 1990)
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Spinosad derivado de spinosinas Despolariza neuronas del insecto activando

Saccharopolyspora receptores nicotinicos, causando hiperactividad en

spinosa el sistema nervioso, que con lleva a contracciones
involuntarias de los muasculo y temblores.
Finalmente, los insectos llegan a estar inactivos
con temblores y después de una exposicion
prolongada, llega a presentar fatiga neuromuscular
(Salgado 1997).

2.3. Variacion Genética de B. cockerelli Sulc.

Debido a que este insecto es migratorio, Liu et al. (2006b), menciona que la localizacion
de las poblaciones originarias de B. cockerelli podria ser importante; esto es porque, si el
movimiento ocurre a partir de trasplantes transportados desde el oeste de Baja California
en México, el control cultural y estrategias quimicas podrian implementarse para romper
el ciclo de transporte. En cambio, si las poblaciones de California y Baja California
migran de criaderos en Arizona y Nuevo México, interferir con la migracion no seria
posible. Esta situacion llevo a investigar la existencia de diferentes biotipos de B.

cockerelli.

En este estudio, se encontraron dos biotipos; uno formado por las poblaciones del centro
de Estados Unidos y este de México; el otro conformado por el oeste de Norteamérica.
Asi mismo, se reportd que existe un nuevo biotipo invasor, el cual tiene su origen en
Baja California (Liu et al. 2006). De igual manera, se ha demostrado la cercania genética
entre poblaciones de B. cockerelli de Coahuila, México y Texas; asi como, la diferencia
de las poblaciones provenientes de Guatemala (Jackson et al. 2009). Finalmente,
poblaciones analizadas de Oaxaca, Michoacan, Sinaloa, Nuevo Ledn, Estado de México
y Morelos, provenientes de México, indican que las poblaciones del noroeste, suroeste y
sudeste estan mas alejadas genéticamente entre si con respecto a las poblaciones del
noreste y centro de México. Ninguna de ellas es del biotipo invasor; pero se sugiere un

posible surgimiento de nuevos biotipos (Lopez-Monroy et al. 2013).
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2.4. Genémica en insectos.

La gendmica es ahora considerada como un primer paso en muchas enfermedades de
manejo complicado, asi como tambien, la revolucion tecnologica en bioquimica,
biologia molecular y genética ha influido en todas las areas de las ciencias bioldgicas, y
ha impactado, profundamente en la ciencia dirigida a los insectos (Raihkel et al. 2005).
Con esta revolucion tecnologica, el tamafio pequefio de los insectos ya no es una barrera
para descubrir su bioquimica, clonar o caracterizar los genes o0 secuenciar genomas
completos. Uno de los primeros ejemplos, fue el genoma de los &fidos (International
Aphid Genomic Consortium 2010) que ha permitido identificar un gran ndmero de

genes a comparacion de los que se habian predicho (Hail et al. 2010).

El analizar la gendmica del psilido de la papa, proporcionard a los investigadores la
habilidad de identificar genes viables vinculados a procesos biol6gicos criticos que
pueden ser objetivo a través del desarrollo de métodos, como el RNAI (del inglés:
“interfering RNA”). El grupo de investigacion de Hail (2010) publico la creacion de dos
librerias piloto de cDNA en B. cockerelli usando la metodologia 454 de
pirosecuenciacion; una de esas librerias provenia de un aislado de adultos y otra libreria

provenia de ninfas del quinto estadio.

Las secuencias analizadas en B. cockerelli correspondieron a funciones relacionadas a
construccion de organelos, desarrollo, procesos neurologicos, respuesta a estrés,
funciones ribosomales, transporte de iones y union de acidos nucleicos; algunos de los
genes de etapa especifica probables incluyen vitelogenina, proteina precursora de yema
proveniente de hembras adultas, actina Il, proteinas relacionadas a desarrollo de alas
(Hail et al. 2010).

Experimentos realizados por Nachappa et al. (2012), proporcionaron el primer analisis
profundo del transcriptoma del psilido de la papa, poniendo énfasis en individuos de B.
cockerelli infectados con el patdgeno de plantas, Candidatus Liberibacter solanacearum.

La abundancia de los genes encontrados en el transcriptoma; usando la técnica TruSeq
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RNA de lllumina, involucraron genes del metabolismo, reproduccidn, desarrollo, stress
y de respuesta inmune. Hay expresion diferencial de un conjunto de genes en respuesta a
la infeccidon de Candidatus Liberibacter solanacearum, en psilidos, que incluyen genes
involucrados en reproduccion, respuesta a estrés y varios genes que aun no se

encuentran anotados.

Interesantemente y como se esperaba, varios genes de Candidatus Liberibacter
solanacearum, fueron mas altamente expresados en los psilidos infectados. La RT-gPCR
confirmatoria de los genes en los psilidos confirmaron los resultados observados en los
andlisis del transcriptoma. Ademas, los datos mostraron que la planta hospedera no
afecto la expresion diferencial de los genes analizados en estos experimentos, sugiriendo
que los resultados pueden ser aplicados a estudios del psilido de la papa y su interaccion
con Candidatus Liberibacter solanacearum en diferentes sistemas de plantas hospederas.
Estos resultados, podrian ayudar a dilucidar la interaccion molecular entre psilidos y el
patdgeno bacterial. La identificacion de transcritos de insectos no infectados pueden
servir como blancos potenciales del desarrollo de tecnologias transgénicas de insectos

plaga y control de vectores (Nachappa et al. 2012).

Asi mismo, experimentos realizados por Ibanez et al. 2014, donde los objetivos
principales del estudio eran, conocer la expresion génica global de especies de
Liberibacter en su vector (B. cockerelli); compilar una lista de genes potencialmente
involucrados en la interaccion patdgeno-vector que podria ser usado como genes
candidatos para interrumpir la transmisién por el insecto. Y finalmente, proporcionar
evidencia de la expresion de los genes predichos, mediante la identificacion de los
UTR’s (del inglés: “untranslated region”) y los posibles genes que no han sido
encontrados por prediccion en los software. La metodologia que se empled fue librerias
de RNA-TruSeq de Illumina, y las secuencias fueron depositadas en el NCBI GEO, con
el nimero de acceso: GSE57808. Estos analisis permitieron indentificar un 92% de CDS
expresados en el vector. Los RT-qPCR (del inglés: “Quantitative reverse transcription
PCR”) confirmatorios de genes expresados en diferentes niveles basados en las

predicciones de RPKM (del inglés: “reads per kilobase of transcript per million mapped
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reads) validaron la expresion relativa de diez genes blanco. Ademas, este estudio
permitié identificar nuevos CDS (del inglés: “coding sequences) que no habian sido

posible predecir in silico.

2.5. Vitelogénesis en insectos.

La reproduccion es la clave para la proliferacion de las poblaciones de insectos. Dentro
de los mecanismos mas importantes para la reproduccion esta el proceso de la biosintesis
de la vitelogenina y su interaccién con el receptor de la vitelogenina regulada por los
oocitos. El éxito reproductivo de los insectos depende en gran medida del buen

funcionamiento de estos mecanismos en las células reproductivas.

La vitelogenina es sintetizada primeramente en el cuerpo graso de manera especifica, es
secretada en la hemolinfa y entonces captada por oocitos competentes (Figura 6). Esta
captacion es lograda por un receptor de unién a membrana, a través de un mecanismo
endocitico regulado por receptor (Raikhel et al. 1992; Sappington et al. 1998;
Snigirevskaya et al. 2005). Un elemento clave en el proceso completo de captacion es el
receptor de vitelogenina, que se encuentra localizado en pozos revestidos de clatrina en

la superficie de los oocitos en desarrollo.

Después de la incorporacién dentro de los oocitos, la vitelogenina es almacenada para
ser fuente de reserva alimenticia en los futuros embriones. En insectos, la primera
proteina especifica fue descubierta en la hemolinfa del gusano de seda Hyalophora
cecropia (L) y se demostrd que participa en la formacion de la yema por Tefler en 1954.
(Shu et al. 2010). Diversos estudios han mostrado que en insectos, el cuerpo graso de las
hembras presenta el mayor sitio de biogénesis de vitelogenina (Engelmann 1983; Wyatt
et al. 1996). Existe evidencia que en machos de algunas especies, presentan pequefias
cantidades de vitelogeninas, por lo que se podria considerar que la sintesis de éstas no es
especifica de hembras (Elgelmann 1979; Trenczek et al. 1986; Valle 1993; Piulachs et
al. 2003).
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Figura 6. El proceso de endocitosis mediada por receptor durante la vitelogénesis en mosquitos. La
vitelogenina entra desde la hemolinfa entre las células foliculares a través de poros dentro de la membrana
vitelina. Se une a los receptores en la membrana plasmaética del oocito, que se encuentran acumulados en
hendiduras revestidas de clatrina que se invaginan dentro de la membrana del oocito y forman vesiculas
revestidas de clatrina. Cuando las vesiculas pierden la clatrina, ellas llegan a ser endosomas tempranos,
que se fusionan para formar un largo cuerpo tubular del vitelo. La vitelogenina es cristalizada como vitelo,
formando vitelo maduro. Los receptores de vitelogenina son reciclados en la membrana plasmatica por
medio de los compartimentos tubulares (Modificada de Physiological Systems in Insects, Klowden 2007)

Las vitelogeninas han sido estudiadas extensivamente en un amplio grupo de animales,
vertebrados como invertebrados. Para los insectos, éstas han sido secuenciadas en 25
especies pertenecientes a diferentes 6rdenes (Tufail et al. 2008). La comparacién de las
vitelogeninas en insectos ha mostrado que sus estructuras son altamente conservadas y
forman una superfamilia génica (Chen et al. 1997; Sappington et al. 1998; Lee et al.
2000).

El gen de la vitelogenina es largo, el transcrito es de aproximadamente 6-7 kb. El
numero de genes de vitelogenina varia dependiendo de las diferentes especies de
insectos, pero la razon de la variacion es hasta ahora completamente desconocida (Tufail

et al. 2008). Las vitelogeninas son fosfolipoglicoproteinas sintetizadas a partir de
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precursores de 200kDa aproximadamente. El precursor primario es sometido a corte
proteolitico por proteasas, formando subunidades largas de 140-190kDa y subunidades
pequefias de 40-60kDa. (Tufail et al. 2005).

2.5.1. Receptor de Vitelogenina.

Péptido sefial

Sitio de unién a ligando
Clase A

Dominio similar al Factor de
crecimiento epidemal

483 —— Sitio de unién a ligando
Clase B

\ Sitio de unién a ligando
Clase A

Dominio similar al Factor de
crecimiento epidemal

1340-1379

* Dominio transmembrana

1725-1745 ==

1746-1789— Dominio citoplasmatico

Figura 7. Diagrama esquematico del receptor de vitelogenina (VgR) en Spodoptera litura. La
secuencia del péptido sefial esta mostrada. Los nimeros que se encuentran a la izquierda son los residuos
de aminoacidos y las posiciones que les corresponden en los dominios descritos en la derecha (Modificado
de Shu et al. 2010).

El gen del receptor de vitelogenina en insectos codifica a una proteina especifica de
ovario. Andlisis estructurales de las secuencias de aminoécidos deducidas del receptor
en insectos revela que todos son miembros de una familia génica de receptores de
lipoproteinas de baja densidad. Esta familia posee distintos tipos de dominios: un
dominio rico en cisteinas clase A, el de crecimiento epidermal, un dominio rico en
cisteinas clase B, repeticiones de YWXD, un dominio de union a carbohidratos, un
dominio transmembrana, y un dominio citoplasmatico (Goldstein et al. 1985; Schneider

et al. 1996). Estas regiones son descritas brevemente a continuacion:
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Dominios de unién a ligando: esta region regula la interaccion entre el receptor y el
ligando, y consiste de seis repeticiones ricas en cisteinas de aproximadamente 40aa,
también llamada repeticiones LDLR clase A o clase A. Mutaciones en los residuos de
cisteinas en el humano ha sido relacionados en pacientes que presentan

hipercolesterolemia familiar (Goldstein et al. 1974) .

Dominio de crecimiento epidermal: contiene un modulo clase B que contiene seis
residuos de cisteina; y repeticiones de que contienen el motivo YWTD que forman un
dominio beta. Mutaciones en este dominio no afectan la asociacion pero evita la

disociacién acido dependiente del ligando en los endosomas (Davis et al., 1987).

Dominio transmembrana: es un dominio de aproximadamente de 24aminoacidos. Juega
un papel importante para el receptor. Tiene forma de alfa-hélice y funciona como ancla
en la membrana. Mutaciones en este dominio deja receptores truncados dentro de las
células (Schneider et al. 2003).

Dominio citoplasmatico: el dominio citoplasmatico constituye la region intracelular de
los receptores y ésta involucrado en la concentracion de estos receptores y los pozos de
clatrina para la internalizacion de la sefial (Davis et al. 1987). Todos los receptores
tienen al menos una copia de la secuencia NPXY en los dominios citoplasmaticos
(Tufail et al. 2008).

Solo han sido caracterizados molecularmente los receptores de vitelogenina en algunas
especies: Aedes aegypti (L) (Sappington et al. 1996); Solenopsis invicta (Buren) (Chen
et al. 2004); Periplaneta americana (L) (Tufail et al. 2007); Apis mellifera (L)
(Guidugli-Lazzarini et al. 2008) Blattella germanica (L) (Ciudad et al. 2006);
Rhyparobia maderae (Fabricius) (Tufail et al. 2005); Actias selene (Hubner) (Xu et al.
2012); Nilaparvata lugens (Stal) (Lu et al. 2015); Drosophila melanogaster (Meigen)
(Schonbaum et al. 1995); Antheraea pernyi (Guérin-Méneville) (Liu et al. 2011) y
Bombyx mori (L) (Lin et al. 2013).
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De manera natural, organismos que poseen mutaciones en el receptor de vitelogenina
han sido identificados que causan esterilidad en las hembras. Por ejemplo, en
Drosophila melanogaster, la esterilidad ocurre en insectos que son genéticamente
deficientes en el receptor de vitelogenina (mutacion llamada yl). (Schonbaum et al.
1995). Analisis de los oocitos producidos por las mutantes yl- mostraron una reduccion
dréstica en el numero de vesiculas revestidas de clatrina, y muy pocas vitelogeninas
(DiMario et al. 1987). Recientemente, la interrupcion de la sintesis de los receptores de
vitelogenina usando RNAIi en Blatella germanica muestra un fenotipo similar al

encontrado en la mutante yl- de D. melanogaster (Ciudad et al. 2005).

2.5.2. Receptor de vitelogenina en Blattela germanica L.

Experimentos realizados por Ciudad et al. (2007) caracterizaron el receptor tipo
lipoforina (receptor de vitelogenina) en Blattella germanica, no solo molecularmente si
no también usando técnicas de RNAI. También para conocer el contexto filogenético

entre los receptores ya reportados.

Se clond el receptor usando métodos de RT-PCR. Dos isoformas del receptor fueron
encontradas y diferian unas de otras por una delecion/insercion de 24 aminoécidos. Cada
una fue obtenida de cuerpo graso y el ovario, pero se encontraban expresadas en cerebro,
aparato digestivo, y musculo en adultos. En ovarios y cuerpo graso, las dos isoformas
son expresadas de manera similar durante el primer ciclo gonadotréfico. Los niveles de
MRNA en el cuerpo graso se incrementaron en paralelo durante la vitelogénesis,
mientras que decayeron en los ovarios. Tratamientos con hormonas juveniles
incrementaron el nivel de proteinas del receptor. Experimentos con RNAi mostraron que
las hembras con baja expresion del receptor tenian menos proteinas durante el
crecimiento de los oocitos con respecto a los controles, indicando que este receptor es

funcional.

Un analisis filogenético de receptores de tipo lipoproteinas mostrd que el receptor de B.

germanica se agrupaba con otras secuencias anotadas como receptores en un grupo
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hermano de receptores de lipoproteinas de baja densidad en vertebrados y receptores de
vitelogenina mostrando que tienen un ancestro comdn y se diversificaron en paralelo
(Ciudad et al. 2007).

2.5.3. Receptor de vitelogenina en Spodoptera litura Fabricius.

En investigaciones realizadas en Spodoptera litura, se cloné el receptor de la
vitelogenina; localizandose la expresion temporal del receptor en el ovario. La expresion
del mensajero codificante comenz6 a partir del sexto dia de la etapa de pupa, y se
demostré que en el comienzo de la etapa adulta se encontraban altos niveles de
expresion. Interesantemente, con la tecnologia del RNA de interferencia se bloqueo el
mensajero del receptor de vitelogenina en S. litura y se logro evitar el desove en las

hembras adultas, impidiendo de esta manera la reproduccion exitosa (Shu et al. 2010).

2.5.4. Receptor de vitellogenina en Aedes aegypti L.

El objetivo de estos experimentos realizados en Ae. aegypti era demostrar como estaba
estructurado el gen del receptor de vitelogenina y sus niveles de expresion en la etapa
previtelogénica y vitelogénica, previamente ya se habia mostrado que el receptor era
similar a la proteina “yolk™ de Drosophila melanogaster (Sappington et al., 1996). Los
resultados obtenidos en este ensayo demostraron que el gen del receptor de vitelogenina
en Ae. aegypti contiene seis exones y cinco intrones. Los cinco intrones tienen un
tamafio de 60pb, excepto el segundo intron que tiene 20kb de longitud. La mayoria de
los intrones se localizaron dentro de las regiones codificantes en el primer dominio de la
proteina. Los niveles encontrados de expresion del receptor se detectaron
dramaticamente en el periodo vitelogénico que coincide con la alimentacion y la mayor

expresion se encontro en los ovarios de hembras de Ae. aegypti (Cho et al. 2001).
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3. JUSTIFICACION

La reproduccidn, es la clave para la proliferacion de las poblaciones de insectos. Dentro
de los mecanismos mas importantes para la reproduccion esta el proceso de la biosintesis
de la vitelogenina y su interaccion con el receptor de la misma regulada por los oocitos.
El éxito reproductivo de los insectos, depende en gran medida del buen funcionamiento
de estos mecanismos en las células reproductivas, se ha reportado que mutaciones en el
receptor impiden la ovoposicion. Asi que este mecanismo de interaccién vitelogenina-
receptor lo hace a su vez un candidato potencial para el control de insectos. A largo
plazo, el estudio de esta interaccion nos permitird disefiar metodos para impedir la
sintesis del receptor evitando asi la reproduccion de B. cockerelli Sulc.
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4. HIPOTESIS

La secuencia codificante parcial del receptor de vitelogenina en B. cockerelli Sulc es
homdloga con la secuencia codificante para los receptores en Aedes aegypti L y Blatella
germanica L; asi también la expresion relativa del receptor de vitelogenina es mas alta

en hembras adultas de B. cockerelli Sulc. a diferencia de los estadios ninfales.
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5. OBJETIVO GENERAL

Identificar molecularmente la secuencia parcial del receptor de vitelogenina y determinar

la expresion del mismo en B. cockerelli Sulc.

5.1. Objetivos Particulares

5.1.1. Anélisis de secuencias de receptores de vitelogenina y de B-actina de Ae.
aegypti y B. germanica L para la localizacion de secuencias consenso para el
disefio de oligonucledtidos degenerados y especificos.

5.1.2. Estandarizacion de las PCR’s para la amplificacion de las secuencias
consenso en B. cockerelli Sulc empleando oligonucledtidos degenerados y
especificos.

5.1.3. Determinacién de la secuencia nucleotidica parcial del receptor de
vitelogenina y b-actina en B. cockerelli Sulc.

5.1.4. Identificacion de la expresion relativa del receptor de vitelogenina en

especimenes adultos de B. cockerelli Sulc y estadios ninfales.
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6. METODOS.

6.1. Area de Estudio.

Los especimenes de Bactericera cockerelli Sulc se obtuvieron de la solanacea hospedera
[tomate (Solanum lycopersicum L)] bajo condiciones de invernadero, los cuales fueron
donados por el laboratorio del Dr. Refugio Lomeli Flores, del Colegio de Posgraduados
en Ciencias Agricolas Campus Montecillo, que se encuentra en la Carretera México-

Texcoco km 36.5, en el Estado de México.

Los especimenes de campo en cultivos de papa de B. cockerelli, fueron recolectados en
Galeana, Nuevo Leon el 12 de Junio de 2014. Galeana se encuentra ubicado en la parte
central del Estado de Nuevo Leon, en las coordenadas 24°50' latitud norte y 100°04'
longitud oeste, a una altura de 1,655 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con
Rayones, y con el estado de Coahuila; al sur con Aramberri y Doctor Arroyo; al este con
Rayones, Montemorelos, Linares e lturbide, y al oeste con los estados de Coahuila y San

Luis Potosi (Ver Figura 9). Su extension es de 7,154.6 kildbmetros cuadrados.

El clima es seco estepario frio (BSK) y templado con lluvias de verano (CW), su
temperatura media anual es de 19°C y su precipitacion media es de 393 mm. Los vientos
dominantes son del norte. La flora se compone de pino, encino, oyamel, cedro,
mezquite, palma, lechuguilla, maguey, nopal, carrizo y nogal. Por otro lado, la fauna
estd conformada por conejos, leoncillo, armadillo, venado, coyote, o0so, lobo, zorro,

aguila, cenzontle, gorrion, perro de la pradera, etc.

En este municipio el suelo estd compuesto de los tipos de castafiozem, rendzina, foezem
y en mayor escala por litosol y fluvisol. El uso potencial del suelo esta distribuido como
sigue: agricultura 49,523 hectareas, ganaderia 587,160 hectareas, al uso forestal 68,668

hectareas y al area urbana 150 hectéareas.
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NUEVO LEON

Figura 8. Representacion esquematica de la ubicacion del municipio de Galeana, en el estado de
Nuevo Leo6n. Tomado de:
http://www.inafed.gob.mx/work/enciclopedia/EMM19nuevoleon/index.html

6.2. Recolecta de especimenes de B. cockerelli Sulc.

Las plantas con presencia de la plaga agricola se trasladaron al laboratorio de
Entomologia Médica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, en la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon (Figura 10). La recolecta de los insectos adultos se realizd
con aspirador bucal y se colocaron vivos en tubos Axygen (Corning, MA, USA) de
15mL libres de DNA’sas y RNA’sas, debidamente rotulados, que contenian RNA later
Tissue Collection (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Las ninfas se colectaron con
un pincel tratado con RnaseZap (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Las muestras
se colocaron en refrigeracion a 4°C durante toda la noche, para permitir que la solucion
penetrara en el tejido. Pasado este tiempo, las muestras se almacenaron a una
temperatura de -20°C hasta su procesamiento. También, se preservaron muestras de las
especies Ae. aegypti L y Spodoptera sp para usarlas como controles para los

experimentos de laboratorio.
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Figura 9. Especimenes de B. cockerelli Sulc en Solanum lycopersicum L. Los adultos se protegieron
con tela de organza (A) durante el trayecto desde Texcoco Estado de México, hacia el Laboratorio de
Toxicologia y Fisiologia, en San Nicolas de los Garza, Nuevo Ledn. Las ninfas (B) estan sefializadas en el
recuadro.

6.3. Dimorfismo sexual en B. cockerelli Sulc.

Los machos y las hembras pueden ser diferenciados por la forma del apice del abdomen
(Figura 11). ElI abdomen femenino maduro, termina con un ovopositor corto, es
redondeado y mas robusto a comparacion con el abdomen masculino. Los genitales

masculinos presentan una apariencia mas angosta en la punta (Abullah, 2008).

6.4. Secuencias de los receptores de vitelogenina

La seleccion del receptor de vitelogenina se realizd debido a antecedentes publicados
con especies donde ya se han reportado secuencias de proteinas o de DNA
complementario y se ha demostrado su papel clave para la reproduccién. Las secuencias
nucleotidicas que han sido reportadas, en insectos, del receptor de vitelogenina se

muestran en la Tabla 4.
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Figura 10. Hembras y machos de B. cockerelli Sulc. La hembra (A) presenta 5 segmentos abdominales,
ademas del genital. El macho (B) presenta seis segmentos abdominales y el 6rgano de apareamiento
externo. Modificado de Bugwood.org y Abdullah 2008.

La seleccion del gen de B-actina se realizd porque es el control interno que se ha

demostrado se expresa basalmente en todas las células y ademas, se ha empleado en

estudios comparativos con el receptor de vitelogenina en otros insectos (Cho et al. 2001,
Ciudad et al. 2006; Lu et al. 2015; Shu et al. 2010; Staley et al. 2010; Tufail et al. 2008).

Las secuencias del gen B-actina utilizadas en este trabajo se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4. Secuencias nucleotidicas de los receptores de vitelogeninas en insectos

Especie NUmero de acceso GenBank Autor
Nilaparvata lugens Stal GU723297.1 Lu et al. 2015
Periplaneta americana L ABOQ77047.2 Tufail et al. 2005
Blatella germanica L AMO050637.1 Ciudad et al. 2006
Rhyparobia maderae Fabricius AB255883.1 Tufail et al. 2005
Aedes aegypti L AY027888.1 Cho et al. 2001
Drosophila melanogaster Meigen U13637.1 Schonbaum et al. 1995
Solenopsis invicta Buren AY262832.1 Chen et al. 2004
Spodoptera litura Fabricius GU983858.1 Shu et al. 2011
Bombyx mori L AB201471.1 Gopalapillai et al. 2006
Actias selene Hubner JQ809472.1 Xu etal. 2012
Antheraea pernyi Guérin-Méneville JN003583.1 Liuetal. 2011

31



Tabla 5. Secuencias nucleotidicas del gen pB-actina en Insectos

Especie NUmero de acceso GenBank Autor
Periplaneta americana L AY116670.1 Sehadova et al. 2005
Blatella germanica L AJB62721.1 Maestro et al. 2005
Aedes aegypti L XM_001659913.1 Nene et al. 2007
Drosophila melanogaster NM_079643.2 Hoskins et al. 2007
Meigen
Drosophila simulans XM_002103274.1 Drosophila 12 genomes
Sturtevant consortium, 2007
Acyrthosiphon pisum Harris NM_001142636.1 NCBI
Spodoptera litura Fabricius DQ494753.1 Huang et al. 2006
Bombyx mori L NM_001126252.1 Mounier et al. 1987

Las secuencias nucleotidicas fueron alineadas con programas de acceso libre en internet
del  National Center for  Biotechnology Information  (NCBI)  Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch
&LINK_LOC=blasthome) y EMBL-EBI ClustalwW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), para la busqueda de secuencias consenso

para el disefio de los oligonucleotidos.

6.5. Disefio de los oligonucleotidos.

Los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados utilizando el programa computacional:
Primer3 v.0.4.0 (Rozen et al. 2000) disponible en linea (http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/). Posteriormente, se realizaron las amplificaciones virtuales con el programa
AmplifX v.1.5.4, para corroborar el peso molecular de los productos amplificados y la
presencia de interacciones entre oligonucledtidos (primer’s dimers) y finalmente se
realizd una busqueda en el programa Blast para descartar aquellos oligonule6tidos que

amplificaran DNA’s no deseados.

Los valores de temperatura media (Tm) de los oligonucle6tidos, Tm del producto
amplificado asi como la temperatura de alineamiento tedrica de la PCR fueron
calculadas con el programa IDT disponible en linea
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) y siguiendo las férmulas descritas por
Sambrook et al. 2001.
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Ademaés, se utilizaron oligonucleodtidos degenerados previamente probados en la

literatura como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Oligonucleotidos degenerados

Nombre Secuencia Fragmento Autor
FW GAYGGNDTNGAYGAYTGYGG 980 pb Ciudad et al. 2005
RV ARYTTRGCATCBACCCARTA
VgR-S3 GGHVAATGYATCKMGTTG 505 pb Shu et al. 2010
VgR-R3 TTVCSMGTVAYCCARTCCAC

6.6. Protocolo de extraccion de RNA total.

La extraccion de los RNA’s totales se realizd con material libre de RNA’sas, como tubos
para microcentrifuga certificados (Scientific Specialties, Inc., CA, USA); agua DEPC
[(dietilpirocarbonato), Life Technologies, Carlsbad, CA, USA]; soluciones disueltas en
agua DEPC; micropipetas y material plastico tratados con RnaseZap (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Se usaron guantes para evitar la contaminacion con las RNA’sas y

se tratd el area de trabajo previamente con RnaseZap.

La extraccion de los RNA’s totales se realiz6 utilizando el método de “Aislamiento de
RNA con trizol” descrito por Chomczynski (1993), donde mediante maceracion con
pistilo de plastico, se homogeneizaron los tejidos de insectos con Trizol [500ul de Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 15 individuos de B. cockerelli Sulc.] en tubos de
microcentrifuga de 1.5mL. Posteriormente, se incubd la solucion homogenizada durante
5 minutos a 25°C, para permitir la disociacion completa de los complejos de
nucleoproteinas. Se afiadié a la solucién 0.2mL de cloroformo a cada tubo por 1mL de
Trizol utilizado para la homogenizacién, se mezcl6 en vértex vigorosamente durante 15
segundos, la mezcla resultante se incubd a 25°C durante 3 minutos y se centrifugo a
12000g por 15 minutos a 4°C. Una vez terminada la centrifugacion se retird el tubo
gentilmente observando dos fases, la fase organica de color rojo (inferior) es
fenol:cloroformo, una interfase y la fase acuosa (superior) donde se encuentran los
RNA’s totales (en el caso de individuos de B. cockerelli Sulc se observo la fase acuosa

de color amarillo).
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Para la precipitacion de los RNA’s, se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se
agregd 0.5mL de isopropanol por cada 1mL de Trizol utilizado en la homogenizacion
inicial. Se incubaron las muestras a 25°C por 10 minutos y se centrifugaron a 120009
por 10 minutos a 4°C y se procedié al lavado de la pastilla de los RNA’s, donde se
removio el sobrenadante y se mezcl6 en vortex con 1mL de etanol 75% por cada 1mL de
Trizol empleado en la homogenizacion inicial. Se centrifugé a 75009 por 5 minutos a
4°C. Una vez obtenida la pastilla de RNA’s, se retird el sobrenadante y se dejo secar la
pastilla de los RNA’s a 25°C de 20 a 25 minutos, el tubo estaba invertido colocado en
una kimwipe (Kimberly-Clark, Texas, USA) sin permitir que se secara totalmente. Por

ultimo, se resuspendio la pastilla en 50ul de agua DEPC.

La visualizacion de los RNA’s se realizo en geles de agarosa (Bioline, Tauton, MA,
USA) al 0.8% colocados en una camara de electroforesis horizontal (Owl, EasyCast
B1A MiniGel; ThermoScientific, Waltham, MA, USA) sumergidos en buffer SB 1X
(Brody et al. 2004). Las muestras de los RNA’s fueron mezcladas con 4ul de buffer de
corrida [500ul de Jugo Azul 6X (Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%, glierol
30%) y 1ul de gel Red nucleic acid stain 10000X in DMSO (Biotium, Hayward, CA,
USA)] vy fueron depositadas en los carriles del gel. La electroforesis se llevé a cabo a
100V por 40 minutos con una fuente de poder (Owl EC-105 Compac Powe Supply,
ThermoScientific, Waltham, MA, USA). La fotodocumentacion de los geles con los
RNA’s se realizo utilizando un transiluminador de luz UV (Uvitec, Cambridge, United

Kingdom).
6.7. Cuantificacion del RNA total.
La cuantificacion de la concentracion (ng/ul) y la pureza (26nm-vs-280nm) del RNA

total extraido, se realizé utilizando el equipo Nanodrop 2000/2000c (ThermoScientific,
Waltham, MA, USA).
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6.8. Sintesis de DNAc.

Posterior a la extraccion de los RNA’s, se llevo a cabo la sintesis de los cDNA mediante
la técnica de “transcripcion reversa” (RT) descrita por Gerard et al. (1994). Se realizaron
las mismas condiciones utilizadas en la extraccion de RNA’s para evitar la
contaminacion por RNAsas. Se utilizaron dos enzimas para las RT-PCR’s; la
SuperScriptlll First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, Carlsband CA,
USA), y la enzima High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA).

El estuche comercial SuperScriptlll First-Strand Synthesis System for RT-PCR esta
optimizado para sintetizar cONA de una cadena de RNA poli A (+) o RNA total, se
tomaron hasta 5ug de RNA total, 1ul de dNTP’s 10mM, 1ul de random hexamers
50ng/ul, y se llevé a un volumen final de 10ul con H,0 DEPC. Se incub6 a 65°C por 5
min en el termociclador (Multigene OptiMax, Labnet Intenational, Edison, NJ, USA) y
se coloco en una plancha fria (Laboratory chill table 1431, Bioquip, Rancho Dominguez,
CA, USA) por al menos 1 minuto. A continuacion, se prepard la mezcla de sintesis de
cDNA, siguiendo este orden indicado 2ul de buffer de reaccion 10X, 4ul de MgCl,
25mM, 2ul de DTT 0.1M, 1ul de RNaseOUT (40U/ul) y 1ul de enzima
SuperScriptllIRT (200U/ul). Se agregdé 10ul de mezcla de sintesis de cDNA a cada
mezcla de RNA/oligonucleotido. Posteriormente, se incubd 10min a 25°C seguido de
50min a 50°C; la reaccion se termind a 85°C por 5min, el producto obtenido se coloco
en la plancha fria. Cada reaccion, se centrifugd brevemente y se agregé 1ul de Rnase H;
se incubd nuevamente por 20min a 37°C. Finalmente, cada cDNA sintetizado se guardd

a -20°C hasta su uso.

El estuche High-Capacity cDNA Reverse Transcription usa el esquema de
oligonucledtidos al azar para iniciar la sintesis de cDNA, esto asegura, que la sintesis
ocurra eficientemente con todas las especies de RNA presentes, incluyendo mRNA y
rRNA. Se tomaron hasta 2ug de RNA total, en un volumen de 10ul, se agregé por
reaccion 2ul de RT Buffer 10X, 0.8ul de mezcla de ANTP’s 100mM, 2ul de random
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primers, 1ul de MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ul), 4.2ul de H,O DEPC,
obteniendo un volumen final de 20ul. A continuacién se coloco en un termociclador
(Biorad, T100 Thermal Cycler, Hercules, CA, USA) siguiendo las condiciones que han
sido optimizadas para este estuche, 25°C por 10min, 37°C por 120min, 85°C 5min, 4°C
durante una hora. EI cDNA obtenido se almacend, posteriormente, a -20°C.

6.9. Amplificacion de la secuencia nucleotidica de B-actina y el receptor de
vitelogenina.

La amplificacion del fragmento de B-actina y el receptor de vitelogenina en los cDNA’s
se llevé a cabo mediante la metodologia modificada de Sambrook et al. (2001). Todas
las reacciones de amplificacion se realizaron en volimenes finales de 25ul, con 1ul de
dilucion 1 a 5 de cDNA obtenido con la enzima SuperScriptlll, 12.5ul de Gotaq
colorless 2X (Madison, WI, USA), 2ul de oligonuledtidos 5uM, en tubos de
microcentrifuga de 0.2mL. La reaccién de PCR se llevo a cabo en el termociclador
(Biorad T100 Thermal Cycler, CA, USA)

Para estandarizar la reaccion de amplificacion, se utilizaron gradientes de temperatura a
partir de las temperaturas de alineamiento de los oligonucleétidos empleados buscando

la banda de amplificacion mas intensa.

6.10. Visualizacion de los productos amplificados en geles de agarosa.

Los productos amplificados obtenidos fueron analizados de la siguiente manera (Mar-
Aguilar, 2006). Cinco pL del producto amplificado fueron mezclados con 4ul de buffer
de corrida [500ul de Jugo Azul 6X (Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol 0.25%,
glierol 30%) y 1ul de gel “Red nucleic acid stain” 10000X in DMSO (Biotium,
Hayward, CA, USA)de jugo azul 6X]. La mezcla fue colocada en un gel de agarosa al
2% y se realizo la electroforesis a 200 V por aproximadamente 25 min. La
fotodocumentacion de los geles se realizo utilizando un transiluminador de luz UV

(Uvitec, Cambridge, United Kingdom).
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6.11. Secuenciacion de los productos amplificados.

Los productos amplificados fueron secuenciados en el Departamento de Genética, en la
Facultad de Medicina, de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, a traves de la
colaboracion con el M.C. Iram Pablo Rodriguez Sanchez, utilizando un equipo ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer y con el software del mismo (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Asi como también, en la compafiia MacroGen USA con el método
de electroforesis capilar usando el equipo Applied Biosystems 3730XL.

6.12. Andlisis de las secuencias.

Los datos obtenidos de las secuenciacion fueron analizados con BioEdit (Ibis
Biosciences, Carlsbad, CA, USA), ClustalW (EMBL-EBI,Cambridgeshire, United
Kingdom), y GeneStudio (Profesional Edition, Version 2.2.0.0, genestudio.com).

6.13. Cuantificacion relativa mediante PCR tiempo real de la expresion del

receptor de vitelogenina y B-actina.

La PCR cuantitativa es un método que permite la cuantificacion de manera absoluta o
relativa de &cidos nucleicos con gran exactitud. Esta basada en la monitorizacion de las

PCR empleando fluorocromos.

Primeramente, el RNA total fue extraido de hembras, ninfas y machos de B. cockerelli
como se describio previamente. EI cDNA fue sintetizado a partir de 2ug de RNA en una
reaccion de 20ul usando la enzima High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Los cDNA’s fueron diluido a ~850ng/ul con
H,O DEPC (Price et al., 2009, Cuaranta-Monroy, 2008).

La mezcla de reaccion para la PCR cuantitativa constd de 8ul de DNAc (~ 320ng), 1 pl
de la mezcla de ambos oligonucleétidos y sonda (Tagman GeneExpression Assay), 10 ul
de 2X PCR Master Mix y 1 pl de H,O. La mezcla de reaccién se incub6 a 50°C por 2
min y 95°C por 10 min 1 ciclo, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 seg y 60°C por 1
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min; esto en un StepOnePlus (Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) (Ver Figura 12).

Figura 11. Reaccién de PCR cuantitativa para la deteccidn del receptor de vitelogenina y B-actina.

Las sondas tagman empleadas fueron disefiadas con base a las secuencias que se
obtuvieron, y fueron marcadas con el fluorocromo FAM (Applied Biosystems, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA).

El analisis de la cuantificacion de los transcritos se realizo por el método de AACt, el
cual consiste en determinar el valor del transcrito experimental (Ct) restando la
constante de un transcrito control endogeno (1*°A) y a esto restandole nuevamente la
constante de referencia (2*°A) (Rodriguez-Séanchez, 2011;

http://www.coloss.org/beebook/I1/virus/12/2/3)

Para la validacion del ensayo se tiene que demostrar que el ACt no varia por la
concentracion de los RNA’s y esto se obtiene con la grafica del rango dinamico y debe
tener una pendiente de 0.1. Una vez validado el ensayo se compard la expresion del
receptor entre hembras, machos y ninfas en B. cockerelli (Rodriguez-Sanchez 2012;
Schefe et al. 2006)

6.14. Andlisis de resultados.

Los resultados obtenidos de los experimentos de cuantificacion, fueron exportados a un

archivo de Excel, y se calculo el AACt, para las hembras, machos y ninfas.

38


http://www.coloss.org/beebook/II/virus/12/2/3

Posteriormente, se llevd a cabo la prueba de Kruskal-Wallis (o=0.05), para la

determinacion de la significancia de los resultados.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Recolecta de especimenes de B. cockerelli Sulc.

En cada sitio de recolecta se obtuvieron un promedio de 200 insectos de B. cockerelli
Sulc, de los cuales un 10% fueron estadios ninfales. Los adultos y ninfas fueron
preservados en RNA later, hasta que fue realizada la extraccion de RNA total. La Figura
13 muestra los especimenes donados por el Colegio de Posgraduados, Campus

Montecillo.

Figura 12. Seleccion de especimenes en laboratorio de B. cockerelli (A) La planta de tomate Solanum
lycopersicum (L), estd protegida con tela de organza por la presencia de B. cockerelli. (B) Los
especimenes fueron recolectados con aspirador bucal. (C) Adulto y (D) Ninfa de B. cockerelli.

7.2. Dimorfismo sexual en B. cockerelli Sulc.

La diferenciacion sexual en adultos se determind de acuerdo a lo reportado por Abdullah
(2008). Posteriormente, éstos fueron colocados en tubos de 1.5mL en grupos de 15
individuos; las ninfas se agruparon igualmente, con 15 individuos sin diferenciar estadio.
Los adultos que se recolectaron en campo fueron puestos en grupos de 8 hembras y 10
machos por tubo, debido al nimero de muestra.
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7.3. Disefio de los oligonucleotidos.

Figura 13. Muestras de B. cockerelli Sulc clasificadas por dimorfismo sexual

En la tabla 7 se resumen las caracteristicas de los oligonucléotidos disefiados que se

utilizaron para encontrar el receptor de vitelogenina, asi como también para amplificar el

gen enddgeno.

Tabla 7. Secuencias de los oligonucledtidos disefiados para el receptor de vitelogenina y los
enddgenos

Oligonucleotidos para B-actina

Nombre b-actin53 b-actin32 Genbank
Secuencia GATCTGGCACCACACCTTCT ATTGGGACAGTGTGGGAGAC | NW_001811
118.1
Tm (°C) 56.3 55.9
TA (°C) 61.4 61.4
Fragmento | 243 pb
Oligonucle6tidos para receptor de vitelogenina
Nombre Nose5’ Nose3’ GenBank
Secuencia TGTATGGATATGCAACAACAA | ACTTGATCAACCCAATAGAC | XM_001944
CATAA CA 117.2
Tm (°C) 53.7 53.4
Ta(°C) 61.5 61.3
Fragmento | 386 pb
Oligonucle6tidos para receptor de vitelogenina
Nombre Left Fer4F RightFerdR GenBank
CGACCGCCTGTAGAAGAGAC | TCCATTTTCGACAGCAATGA | SRX583042
Tm (°C) 64 56
TA (°C) 62.1 59.6
Fragmento | 245 pb
Oligonucle6tidos para RNA ribosomal
Nombre 4-FW 4-RV GenBank
ACGTGTGGAAGAACCCAAGT | GGAATGCGTTCACAACACAC | GQ249868.1
Tm (°C) 60 60
TA (°C) 60.1 60.1
Fragmento | 177 pb

Para estandarizar la amplificacion de las PCR’s utilizamos las condiciones de reaccion

sugeridas por la compafila comercial Promega con la enzima Gotag(R) Colorless
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(Madison WI, USA). También se utilizaron oligonucle6tidos degenerados publicados en
la literatura (Ciudad et al. 2005; Shu et al. 2010), pero ninguno de estos dio resultado

positivo.

7.5. Protocolo de extraccion de RNA total.

El aislamiento de los RNA’s totales de los especimenes de las especies B. cockerelli
Sulc, Ae. aegypti (L) y Spodoptera sp. que se encontraban preservados en RNA later se

Ilevd a cabo mediante el método de Trizol descrito previamente en la metodologia.

Winnebeck et al. (2010) reporta que el RNA proveniente de insectos presenta
degradacidon debido a que si la muestra se calienta previamente a la electroforesis solo se
presenta la banda del 18S. Pero, si la muestra no se calienta, las dos bandas esperadas
son observables. Por lo que en este protocolo, las muestras no fueron desnaturalizadas

por calor.

La Figura 15 muestra los resultados obtenidos en la extraccion del RNA. Se puede

observar las bandas de los RNA ribosomales 28S y 18S que indican la obtencién del

c d e f
gl '

Figura 15. Extraccion de RNA’s total en
diferentes especies de insectos. Los RNA’s totales
obtenidos por el método de Trizol se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa 1%. Se
puede observar las bandas 28S y 18S de los RNA’s

' ribosomales. Cada carril contiene aproximadamente
lug de RNA total. Las muestras en el gel
corresponden a B. cockerelli Sulc (a y b), Ae.
aegypti (L) (cy d), Spodoptera sp. (e y f).

.
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7.6. Cuantificacion de los RNA'’s totales y sintesis de los DNACc.

La concentracion de los RNA’s obtenidos en los grupos de B. cockerelli Sulc oscild

entre 8200 ng totales hasta 14200 ng totales. La relacion de absorbancia a las longitudes
de onda 260/280 correspondio entre 1.48 hasta 1.96. Rodriguez-Sanchez en el 2012,

menciona que obtener una relacion < 1.80 en la longitud de onda 260/280 es originada

por contaminacion de proteinas; en cambio, en la ficha técnica del reactivo Trizol

menciona que puede deberse a una incompleta disolucién de la pastilla de RNA. Debido

a ello, las muestras fueron sometidas a PCR con un gen enddgeno para corroborar la

calidad de las mismas, asi como para analizar la eficiencia de la reaccién de

retrotranscripcion (Cuaranta-Monroy 2008).

Tabla 8. Cuantificaciones de RNA total de especimenes de B. cockerelli

Especie Muestra Variable Concentracion 260/280
B. cockerelli 1 Hembra 791 1.87
Sulc 2 Hembra 330.3 1.83
3 Hembra 456.9 1.86
4 Machos 347.3 1.92
5 Machos 611 1.91
6 Machos 1284.1 1.91
7 Machos 327.9 1.94
8 Machos 434.5 1.62
9 Machos 226.1 1.54
10 Machos 282.3 1.48
11 Hembras 275.8 1.63
12 Hembras 252 1.68
13 Hembras 538.1 1.72
14 Machos 347.7 1.84
15 Machos 329.4 1.61
16 Hembras (Galeana) 240.6 1.85
17 Machos (Galeana) 517 1.68
18 Ninfas 324.1 1.96
19 Ninfas 306.9 1.93
20 Ninfas 290.6 1.96
Ae. aegypti L 1 Hembras adultas sin 3287 2.05
alimentacion sanguinea
Spodoptera sp 1 adultos 2670.5 1.62
Guenée
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Figura 16. Amplificacion del gen B-actina mediante PCR. La electroforesis en gel de agarosa al 2%
muestra la amplificacion de la banda de 243 pb que corresponde a B-actina de B. cockerelli Sulc (carriles
a, d), Ae. aegypti L (b, €), Spodoptera sp. Guenée (carriles c,g). El carril f es una muestra de Ae. aegypti L
que fue procesada sin enzima superscriptlll, para descartar contaminacion por DNA gendmico al realizar
la extraccion de RNA total. El carril h es el marcador de peso molecular Hyperladder 11 50pb bioline.

7.7. Amplificacion de la secuencia nucleotidica de B-actina y el receptor de

vitelogenina.

Los RNA’s totales obtenidos fueron utilizados para la sintesis de DNAc’s mediante
retrotranscripcion reversa como se especifica en métodos y se realizd la amplificacion

del gen constitutivo f—actina.

El fragmento obtenido de 243pb corresponde al tamafio esperado para [-actina de
acuerdo a las amplificaciones virtuales usando el programa AmplifX v.1.5.4 (Figura
16A). Ademas, como la amplificacion de B-actina en los DNAc’s mostré una buena

intensidad en la banda, esto sugiere una calidad éptima de las extracciones de RNA.
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Figura 16. Amplificacion del receptor de vitelogenina mediante PCR con oligonucle6tidos
degenerados y especificos. Los geles de agarosa muestran el patrén electroforético de las bandas
obtenidas, las muestras de B. cockerelli (Sulc) (carriles a, b, ¢) y Ae. aegypti (L) (carriles d, e, f), controles
negativos (s6lo en las fotografias C, D; carriles g y h), marcador de peso molecular Hyperladder 11 50pb
bioline (fotografias B, C, D; carriles i, g) ninguna corresponde con las bandas esperadas y/o reportadas en
la literatura.

Por otro lado, para el receptor de vitelogenina se utilizaron cuatro pares de
oligonucledtidos; dos degenerados reportados en la literatura y dos especificos. Los
primeros fueron disefiados para especimenes de B. germanica (L) y S. litura (Fabricius)
y se utilizaron para B. cockerelli (Sulc), como se observa en la Figura 17C y 17D. Se
observé amplificacion en la eletroforesis en gel, pero las bandas obtenidas no tenian el
peso reportado para las especies de B. germanica (L) (980pb) y S. litura Fabricius
(505pb), lo cual era esperado debido a que las secuencias de los receptores de
vitelogenina en las especies de insectos es variable (Ciudad et al. 2005; Shu et al. 2010).

El primer par de oligonucle6tidos especificos disefiados para el receptor de vitelogenina,
se baso en la secuencia reportada para Acyrthosiphon pisum Harris en el GenBank con el
nimero de acceso: NM_001142636.1. El fragmento esperado con base a las
amplifaciones virtuales era de 386pb (Figura 17A), pero al realizar el experimento con
las muestras de B. cockerelli Sulc no se observé banda en la electroforesis (Figura 17B),
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esto es probablemente debido a que si no hay unién en el extremo 3’ del oligonucleo6tido
no empieza la sintesis de nuevas cadenas de DNA, como ocurre en los ensayos para
deteccidn de mutaciones o polimorfismos (Saavedra-Rodriguez et al. 2007; Yanola et al.
2011).
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Figura 17. Diagrama esquematico del Blast de la secuencia de S. litura Fabricius en la secuencia de
B. cockerelli Sulc. La flecha indica donde se sugiere la homologia de la feromona.

El segundo par de oligonuclettidos especificos para el receptor de vitelogenina, fue
disefiado con base a lo publicado por Ibanez et al. (2014). Estos investigadores hicieron
el andlisis del transcriptoma de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum con su
vector B. cockerelli Sulc, y reportaron en el GenBank el nimero de acceso de las
secuencias obtenidas: GSE57808. Por lo que, realizamos una busqueda por Blast del
receptor de S. litura Fabricius (Shu et al. 2010) en las secuencias de B. cockerelli (Figura
18), encontrando homologia en un fragmento aproximado de 80 a 200pb, esa secuencia

se uso para el disefio de oligonucledtidos (Tabla 7).
El fragmento esperado mediante la PCR virtual era de 243 pb como se indica en la

Figura 19A. Una vez realizada la electroforesis en gel de agarosa al 2% se obtuvo la

banda esperada (Figura 19B) indicando la amplificacion del receptor de vitelogenina.
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Figura 18. Amplificacion del receptor de vitelogenina mediante PCR con oligonucledtidos
especificos. El gel de agarosa al 2% muestra el patron electroforético de la banda de 243pb. Muestras de
B. cockerelli Sulc (carriles a, b, ¢), control negativo (carril d), marcador de peso molecular Hyperladder V,
25 pb bioline (carril ).

7.8. Andlisis de las secuencias obtenidas.

Los productos amplificados obtenidos en el punto 7.7 fueron secuenciados por la
compafiia MacroGen USA, asi como en Departamento de Genética, de la Facultad de
Medicina de la UANL. Las secuencias obtenidas para el producto de PCR de B-actina
para las especies B. cockerelli Sulc y Ae. aegypti (L) fueron sometidas al analisis de
dominios conservados para corroborar que correspondia al fragmento de ese gen
(Marchler-Bauer et al. 2011). La figura 20 muestra el resultado obtenido del analisis de

dominios conservados en la pagina del NCBI para B. cockerelli Sulc.

Los productos de PCR de los oligonucletdtidos degenerados fueron secuenciados
directamente, sin pasar por clonacion molecular, para verificar si se obtuvo una
amplificacion del receptor de vitelogenina. La figura 21 muestra que el electroferograma
no tenia una buena eficiencia debido a la presencia de picos dobles en los nucle6tidos,
ademas, el andlisis de dominios conservados dio como resultado un fragmento que

contiene una secuencia codificante a una inmunoglobulina.
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Figura 20. Programa de dominios conservados para la secuenciacion con los oligonucléotidos
degenerados publicados por Ciudad et al. en el 2005. El electroferograma de la secuencia se observa en
A. La secuencia amplificada para B. cockerelli se observa en B. El analisis de dominios conservados se
muestra en C.
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Finalmente, el producto amplificado obtenido de los oligonucleétidos especificos
disefiados a partir de la secuencias publicadas por Ibanez (2014), fue secuenciado. El
analisis de dominios conservados para este fragmento no despliega resultados, a
diferencia al utilizar la secuencia de S. litura. Esto se debe a que teniendo la secuencia
completa, el programa localiza fragmentos homoélogos en una region dada vy
posiblemente la secuencia en B. cockerelli este incompleta impidiendo encontrar

homologia (Marchler-Bauer et al. 2011).

El siguiente andlisis que se realizo, fue comparar la secuencia, con la utilizada para el
disefio de los oligonucle6tidos. Como se observa en la Figura 22, el fragmento obtenido
de 113 pb contiene homologia en un 90% de la secuencia original reportada por Ibanez
et al (2014).
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Figura 21. Alineamiento de secuencias del fragmento del receptor de vitelogenina. El alineamiento
con el programa Bioedit muestra los nucleétidos donde hay homologia de las secuencias obtenidas en el
laboratorio, con las secuencias reportadas en el 2014.

7.9. Cuantificacion relativa mediante PCR tiempo real de la expresion del receptor

de vitelogenina y B-actina.

Los andlisis de cuantificacion relativa se realizaron con sondas disefiados en el
laboratorio; para esto, se utilizaron las secuencias obtenidas en el punto 7.10, pero
algunos nucledtidos tuvieron que ser enmascarados cuando habia discrepancias en los
alineamientos con la secuencia original publicada en el 2014. En la Tabla 9, se muestran
los oligonucledtidos y sondas. Estas ultimas fueron marcadas con FAM y MGB
(Rodriguez-Sanchez 2012).
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Tabla 9. Sondas y Oligonucleétidos para la Cuantificacion relativa, Applied Biosystems 4332078

Identificacion del ensayo | Nombre Secuencia
AIS09BH Forward Primer A | GACGGAGGCGCTCTTCAAC
Reverse Primer A TCTCAAACATGATCTGGGTCATCT
Probe A CCAAAGCCAACAGAGAG
AIT97HP Forward Primer F TTCACACTATCAGAGTCACAAACTATTGA
Reverse Primer F GATGTTCCAAATCTGACCTCATCA
Probe F ACTTTGGAGCTGCGCTA
AIVI5NX Forward Primer R CGAGGCACGCGAAAGC
Reverse Primer R CCGGGTCCATGTGTGAACTT
Probe R CGTGTGGAAGAACC

Las muestras de RNA aisladas de B. cockerelli Sulc provenientes de hembras, machos y
ninfas fueron ajustadas para realizar las reacciones de retrotranscripcion con la misma
cantidad, con la finalidad de igualar todas las concentraciones de RNA a ~2000 ng. Una

vez hecho las rt, se cuantificaron con Nanodrop y se ajustaron a ~850ng/ul.

Posteriormente, se realizo la validacion de las PCR en tiempo real, la eficiencia de cada
reaccion fue de 90% para el receptor de vitelogenina y 98% para actina. El enddgeno
que utilizamos se eligié con base a las publicaciones de Lu et al. (2015), Shu et al.
(2010) y Ciudad et al. (2005). Ibanez et al. (2014) utilizé el ribosomal, y nosotros
probamos su eficiencia en el laboratorio, pero los Ct no estaban cercanos a los del
receptor de vitelogenina (datos no mostrados). Los analisis por Kruskal-Wallis

muestran que no hay diferencia significativa entre las muestras comparadas (0.406).

B. cockerelli Sulc cria vs campo
8.300380707
6.74842453
6.063783646 5.867462158
O hembras
M@ hembras campo
O machos
O machos campo
AACt

Figura 22. Cuantificacion relativa del receptor de vitelogenina en hembras y machos. Las gréaficas
representan los AACt provenientes de hembras y machos en cria, y especimenes de campo. Como se
observa, las hembras de campo presentan mayor expresion del receptor de vitelogenina a comparacién de
las provenientes de cria. Los machos también presentan expresién del receptor.
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Los resultados de los andlisis de expresion, Figura 22, muestran interesantemente, que
los machos de B. cockerelli Sulc presentan expresion del receptor de vitelogenina, en
menor proporcion que las hembras, tal como ocurre en especies de vertebrados
analizados por Hiramatsu et al. (2004) y Perazzolo et al. (1999); pero a diferencia de lo

que reporta Lu et al. en el 2015 con Nilaparvata lugens.

Las hembras presentaron como se esperaba expresion del receptor; se destaca que en el
caso de las hembras provenientes de cria, la expresion pareceria que fuera menor a la de
los machos, es importante mencionar que los grupos de individuos donde se realiz6 la
extraccion de RNA total fue sin diferenciar que las hembras fueran tenerales, o tuvieran
diferencia en la edad, por lo que la expresion relativa en esos casos no puedo ser
evaluada. Cho et al. (2001), o Ciudad et al. (2005) mostraron resultados de expresion a
diferentes etapas del desarrollo en Ae. aegypti y B. germanica desde ninfas hasta

hembras adultas en los diferentes ciclos gonadotroficos.

La Figura 23, muestra los AAC; de las muestras provenientes de campo, se hace la
comparacion entre hembras, machos y ninfas. Se puede observar, que en las hembras de
campo, la expresion es dos veces mas alta a comparacion de los machos. Asi como 0.6
veces mayor que las ninfas, esto es similar en cuanto a expresion a lo reportado a N.
lugens Stal et al. (2015). En el 2008, Almeyda et al. reportaron que las poblaciones de B.
cockerelli aumentaron considerablemente en los meses de junio-septiembre de ese afio
sobre cultivos de papa en Nuevo Leon, lo que podria indicar que hay fuente de alimento
para B. cockerelli y ésta puede reproducirse. Por otro lado, es posible que la sintesis de
vitelogenina en los machos se deba a la presencia de quimicos en el ambiente, como
ocurre en los peces macho que sintetizan vitelogenina por quimicos disueltos en agua
(Sumpter 1995).
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Cuantificacion relativa B. cokerelli Sulc campo

31 2.432918549
1.821416855

O hembras campo
14 (.61150169 M ninfas
O machos campo

O ninfas
-1 A -0.611501694 W machos campo
2 4 O hembras campo
-1.821416855
3 -2.432918549

AACt muestras

Figura 23. Cuantificacién relativa de B. cockerelli Sulc entre hembras y machos provenientes de
campo. La grafica representa la diferencia de expresion entre machos y hembras provenientes de
Galeana, Nuevo Ledn.

Los especimenes de B. cockerelli Sulc donados por el Colegio de Posgraduados
(COLPOQOS) a su vez fueron evaluados por cuantificacion relativa. Como se observa en la
Figura 24, las hembras tuvieron menor expresion a comparacion de los machos, e
incluso que las ninfas. Esto ocurrid, debido a que las muestras fueron agrupadas sin
determinar la edad de los individuos procesados, o el ciclo gonadotrofico en el que se
encontraran, como se evalud en S. litura (Shu et al. 2010) o Ae. aegypti (Cho et al.
2001).

Cuantificacion relativa B. cockerelli Sulc donados

27 1.625095367
=] 940454483
11 0.684640884 : @ machos
0.5 4 B ninfas
0 O hembras
O ninfas
-0.5 A
B hembras
-1 A -0.68464088
-0.940454483 @ machos
-1.5 A
-2 - -1.625095367

AACt muestras

Figura 24. Cuantificacion relativa de especimenes de B. cockerelli Sulc donados. Se observa la
comparacion entre hembras, machos y ninfas de la especie de interés.
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8. CONCLUSIONES

En la presente investigacion se determind la presencia del receptor de la vitelogenina en
B. cockerelli Sulc. Con la estrategia experimental, se encontr6 la secuencia parcial del
receptor, observadndose que en la anotacion en GSE57808 se encuentra nombrada como
una feromona. El porcentaje de similitud de la secuencia obtenida en el laboratorio con
la reportada en la anotacion es de un 90%. Asi como, las secuencias de B-actina usada
como enddgeno para los ensayos realizados, presentan un 100% de similitud con las

reportadas en el GenBank.

Los andlisis de expresion demuestran que el receptor de vitelogenina se encuentra
expresado en hembras y machos, a diferencia de las ninfas donde su expresion es baja,
especificamente en los especimenes provenientes de Galeana, Nuevo Leon. En cambio,
los donados por el Colegio de Posgraduados presentan diferencia de expresion, pero es
debida a la edad de los especimenes recolectados.

Estudios a futuro sobre el receptor de la vitelogenina son necesarios para dilucidar la
secuencia completa del mismo, asi como también proponer estrategias encaminadas a
encontrar isoformas de la proteina, mutaciones en la secuencia codificante o emplear la

técnica de RNA de interferencia como método de control para esta especie plaga.
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