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Resumen

Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso) es una bacteria gram-negativa, vascular, limitada
al floema de la planta, ampliamente distribuida en diferentes cultivos de las familias Apiaceae
spp. v Solanaceae spp, transmitida por psilidos (Hemiptera: Triozidae) y de la que se han
descrito hasta 10 haplotipos. En patata es responsable de la enfermedad conocida como Zebra
Chip (ZC), problema de gran importancia en este cultivo en aquellas zonas donde el psilido
Bactericera cockerelli (Sulc) estd ampliamente distribuido. En el afio 2013 se detecto la
presencia de Lso en tubérculos de patata en Castilla y Ledn, sin embargo, ain no se ha
detectado la enfermedad en condiciones de cultivo, desconociéndose distintos aspectos de la
etiologia y epidemiologia.

Con el objetivo principal de conocer qué importancia tiene ZC en el cultivo de patata de
Castilla y Leon, a través de la identificacion de los psilidos vectores, estudiando su
abundancia, momentos de aparicion en el cultivo y su riesgo de transmision; la deteccion del
patogeno e identificacion de sus sintomas en planta y en tubérculo; el estudio etioldgico con
la busqueda de la bacteria en posibles plantas huéspedes y el potencial de transmision de
tubérculo a planta, se realizaron muestreos ocasionales y periddicos en las zonas productoras
de patata de siembra y de consumo de Castilla y Leon y se establecié un ensayo en la localidad
de Zamaduefias (Valladolid) durante los afios 2016, 2017 y 2018.

La especie de psilido mayormente encontrada tanto en los muestreos periddicos como
ocasionales con todos los métodos de monitoreo realizados fue Bactericera nigricornis
Forster, con unos niveles de capturas bajos, que se produjeron principalmente entre los meses
de junio y agosto. El porcentaje de B. nigricornis portadores de Lso encontrado fue del 3,01
% en los muestreos periddicos y del 2% en los muestreos ocasionales. El pico poblacional
maximo fue de 0,73 insectos/mangueo en 2018 en Zamaduenas, donde se pudo constatar que
B. nigricornis era capaz de completar ciclo en este cultivo.

En los muestreos ocasionales realizados en parcelas convencionales de patata y distribuidos
en parcelas de patata de la region, solo se detecté Lso en siete plantas, seis de ellas con
sintomas de tubérculos aéreos y una planta sin sintomas y en nueve plantas con sintomas muy
inespecificos en las plantas monitoreadas del ensayo realizado en la localidad de Zamadueiias.
En los tubérculos, el porcentaje de Lso nunca fue superior al 2%, no encontrando diferencias
significativas entre las variedades estudiadas.

Con el nivel de plantas e insectos portadores de la bacteria encontrado, no parece que ZC sea

un problema grave en Castilla y Leon, sin embargo, es suficiente para encontrar la bacteria en
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los tubérculos, pero no es facil detectar la bacteria en las plantas. A pesar de eso, los
porcentajes de tubérculos afectados no suponen una pérdida importante de la cosecha.

No se encontrd la bacteria en el analisis de las plantas silvestres proximas al cultivo de la
patata en la zona de siembra, lo que parece indicar que la transmision proviene de zonas donde
la zanahoria comparte espacio con la patata y donde B. nigricornis podria adquirir la bacteria,
teniendo en cuenta el riesgo limitado de transmision en patata de Bactericera trigonica. El
riesgo de transmision de planta a tubérculo no parece ser importante, ya que mas de la mitad

de los tubérculos de plantas positivas eran no viables.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso), Bactericera spp., vector,

planta, tubérculo, siembra, consumo, monitoreo, sintomas, transmision.
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Abstract

Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso) is Gram-negative and vascular bacteria that live
as phloem-limited obligate parasites in plants, widely distributed in Apiaceae and Solanaceae
spp., transmitted by psyllids (Hemiptera: Triozidae) and with 10 haplotypes described. Lso is
responsible for the transmission of Zebra Chip (ZC) disease, considered a problem in potato
culture areas where Bactericera cockerelli (Sulc) is widely distributed. Lso were detected in
potato tubers in Castilla y Leon in 2013, although, symptoms of the disease have not been
detected yet in potato plants, and aspects about its etiology and epidemiology remains
unknown.

With the main objective to know what is the importance of ZC in potato culture of Castilla y
Leon, by the identification of vectors psyllids, studying their abundance and appearance
relative to the emergence of the crop and risk of transmission; pathogen detection and
symptoms identification in plants and tubers; the etiology study with bacteria detection in host
plants and the potential for transmission of plant to tuber, occasional and regular surveys were
carried in cultivated area of seed and consumption potatoes of Castilla y Le6n and a trial field
was conducted in the locality of Zamaduenas (Valladolid) during 2016, 2017 and 2018.

The psyllid species found more frequently but very scarce in occasional and regular surveys
monitored of all sampling methods was B. nigricornis, appearing more frequently during the
months of June to August. The percentage of B. nigricornis positive to Lso was 3.01 % in
regular surveys and 2% in occassional surveys. The maximum peak was 0.73 insects by sweep
in 2018 in Zamaduenas, where B. nigricornis was able to complete the hole life cycle on
potato.

Only seven positive plants were detected in occasional surveys conducted in the cultivated
areas of potato of the region, six of them with aerial tubers and another one without symptoms.
Nine plants with unspecific symptoms was positive to Lso in the field trial located in
Zamaduetias. The percentage of Lso in tubers was lower than 2 %, with no significative
differences between the cultivars of potato studied.

Considering the level of positive plants and psyllids founded, ZC does not seem to be a serious
problem in Castilla y Leon, however, this level is enough to detect the bacteria in tubers, but
it is not easy to detect Lso in plants. Despite this, the percentage of affected tubers does not
cause losses at harvest.

The bacteria were not detected in the analysis in wild plants close to seed potato fields,

indicating that the risk of transmission of Lso originates from carrot fields close to potato



where B. nigricornis was able to acquire the bacteria, considering that the transmission from
carrot to potato by Bactericera trigonica seems to be very limited. The potential of
transmission to plant to tuber was low, more than half tubers from positive plants were not
viable.

Key words: Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso), Bactericera spp., vector, plant,

tuber, seed, consumption, monitoring, symptoms, transmission.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1. Introduccion general

1.1.1. Origen, importancia y cultivo de la patata.

La patata, Solanum tuberosum L., es una especie de la familia de las solanaceas, originaria del
altiplano sur del Peru y el noroccidente de Bolivia, la cual fue domesticada en el altiplano de
los Andes. En el siglo XV se traslad6 a Europa por los conquistadores espaioles, adaptandose
el cultivo con rapidez a las condiciones territoriales y extendiéndose su consumo, hasta
convertirse en uno de los principales alimentos del ser humano. Seglin la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2019), se trata del cuarto
alimento mas cultivado en el mundo, detras del maiz, el trigo y el arroz. Se trata, ademas, de
un cultivo decisivo para la seguridad alimentaria de cientos de millones de personas en el
mundo en desarrollo

Se trata de un alimento que, si bien posee relativamente pocos nutrientes, es capaz de ofrecer
una importante fuente de energia al contener gran cantidad de carbohidratos. Ademas, las
patatas se presentan como el tubérculo con el contenido de proteinas mas elevado, en torno al
2,1% del peso del producto en fresco. Unas proteinas que, por otro lado, estan constituidas
por aminoacidos adecuados a las necesidades humanas (FAO, 2011).

Es una planta herbacea, tuberosa, de tallo erecto, que puede medir hasta 1 m de altura (Figura
1.1.). Sus hojas son compuestas, con siete a nueve foliolos, de forma lanceolada. Los tallos
aéreos se originan a partir de yemas del tubérculo utilizado como semilla, volviéndose
relativamente lefiosos en la parte basal en la etapa final del desarrollo. Disponen de dos tipos
de tallos subterraneos: rizomas y tubérculos. Cada rizoma, a través de un engrosamiento en
su extremo distal, genera un tubérculo. La inflorescencia es en panicula o cima, la cual nace
en el extremo terminal del tallo, variando el niimero de flores desde una hasta treinta, siendo
lo mas habitual entre siete y quince. El nimero de inflorescencias esta altamente influenciado
por el cultivar. La corola puede ser de color blanco o una mezcla mas o menos compleja de
azul, borravino y purpura dependiendo del tipo y cantidad de antocianinas presentes. El fruto
es de tipo baya, entre 1 y 3 cm, con color variable de verde a amarillento. La reproduccion se
realiza por multiplicacion vegetativa a partir de tubérculos, debido a que la produccion por
semilla, al tratarse de una planta tetraploide con variabilidad en la descendencia muy alta,

daria lugar a plantas muy heterogéneas.



Figura 1.1. Planta de patata en floracion.

Existen hasta 5.500 variedades de este cultivo, muchas de las cuales van quedando obsoletas
por la aparicién de otras con mayor rendimiento y adaptabilidad, de manera que sélo se
consumen unas pocas decenas. La mejora actual del cultivo es la busqueda de variedades
resistentes a la sequia, con mayor sistema radicular. Las variedades se pueden diferenciar por
el color de la epidermis y de la pulpa, la resistencia a enfermedades, la duracion del ciclo de
cultivo y los requisitos nutricionales, entre otras caracteristicas de relevancia productiva. Los
cultivares modernos suelen ser de forma redondeada, con la piel amarilla o rosada, la pulpa
blanca o amarilla y los ojos poco profundos. En los paises de origen del cultivo también se
conocen variedades tradicionales con estas formas, pero ademas existen muchas otras de piel
purpura, azul o bicolor, de carne azulada, violeta o amarilla y de formas alargadas, curvas o
casi esféricas.

El tubérculo inicia su brotacion a 5 °C. Para un buen desarrollo de la planta las temperaturas
deben oscilar entre 20-25 °C, afectando al cultivo aquellas por encima de 37 °C. Para el
desarrollo del area foliar el cultivo requiere fotoperiodos largos, con mas de 14 h de luz, y en
su proceso de tuberizacion, fotoperiodos cortos, con menos de 14 h de luz. La patata es un
cultivo muy exigente en agua, aunque un exceso reduce el porcentaje en fécula y favorece el
desarrollo de enfermedades. El cultivo se caracteriza por necesidades hidricas variables a lo
largo de todo su ciclo, pero sobre todo es fundamental en la fase de nascencia y de floracion.

Son recomendables riegos frecuentes, aunque no con grandes dosis.



1.1.2. Produccion de la patata en el mundo, Europa y Espaia.

En el afio 2019 se produjeron a nivel mundial 370.435.474 t de tubérculos, segiun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y Agricultura (FAO, 2019). Los
principales paises productores de patata a nivel mundial son China, India, Rusia, Ucrania,
Estados Unidos y la Union Europea. Solo China produce casi el 25 % de la produccion
mundial. Los mayores rendimientos los obtienen paises como Kuwait, Estados Unidos y
Nueva Zelanda, con valores proximos a 50 t/ha. En cuanto a su consumo, Bielorrusia es el
pais donde mas patatas se consumen a nivel mundial con 501,81 g/persona/dia. Le siguen, con
un consumo por encima de los 300 g/persona/dia, paises como Ucrania, Malawi, Montenegro,
Letonia y Rusia (FAO, 2019).

La Unién Europea produce 56.403.790 t, que supone el 15 % de la producciéon mundial, siendo
los principales paises productores Alemania, Holanda, Polonia, Reino Unido y Bélgica. Solo
estos cinco paises obtienen el 82 % de la produccion de patata europea. Los mayores
rendimientos los obtienen paises como Irlanda, Dinamarca, Paises Bajos y Francia con valores
entre 40-50 t/ha. En cuanto a su consumo, Polonia, Irlanda, Bélgica o Paises Bajos son grandes
consumidores de este cultivo, con un consumo entre 248 y 284 g/persona/dia, formando parte
de los primeros veinte puestos de la lista de consumidores a nivel mundial (FAO, 2019).
Espaia es el noveno productor de la Unién Europea con una produccion de 2.259.320 t, un
rendimiento medio de 33,89 t/ha y un consumo de este tubérculo de 164,5 g/persona/dia
(FAO, 2019). Destacan como principales comunidades productoras Castilla y Leon, Galicia 'y
Andalucia (MAPA, 2019). En el afio 2019 se cultivaron 66.650 ha con una produccion de
2.259.320 t, destacando las CC.AA de Castilla y Ledn, Galicia y Andalucia. Castilla y Leon,
con 19.180 ha y 933.663 t de produccion, es la principal comunidad productora de patata
tardia del pais (MAPA, 2019).

En cuanto a la estacionalidad de la produccion por Comunidades, destacan Andalucia y
Canarias como productoras de patata extratemprana y temprana, Galicia y Castilla y Ledn en
patata de media estacion, y Castilla y Leon en tardia, siendo la principal comunidad productora
de este tipo de patata estacional del pais. Los mayores rendimientos se consiguen en patata

tardia y suelen situarse en Castilla y Leén, Alava y La Rioja.

1.1.3. La patata en Castilla y Leon.
Castilla y Leon es una de las principales comunidades productoras de patata de Espaiia,
destacando principalmente en la produccion de patata tardia. Segun el Anuario de Estadistica

Agraria de la Junta Castilla y Leon, en el afio 2019 se sembraron 19.180 ha de este cultivo en



esta comunidad, obteniendo 933.663 t de produccion, con rendimientos que varian desde 30,1
t/ha, obtenidos en patata temprana, hasta 49,64 t/ha en patata tardia. Por provincias destacan
principalmente Salamanca y Valladolid, Salamanca con la mayor superficie de patata tardia
de Castilla y Ledn, y Valladolid con una superficie superior a 2.500 ha tanto en patata de
media estacion como tardia

Castilla y Leon lidera el sector de la patata de siembra nacional con una superficie de 1.500
ha y una produccion de 21.509 t. Esta produccion representa aproximadamente el 75 % de la
patata de siembra de Espana, siendo el Pais Vasco y Navarra las otras dos comunidades
productoras de este tipo de patata (Patata de siembra de Espafa, 2021). La zona de produccion
se sitlia en el norte de la comunidad, principalmente en municipios de las provincias de
Burgos, Palencia, en cinco municipios de Soria y uno de Ledn que permiten. Estos campos de
produccion cuentan con condiciones ambientales y sanitarias adecuadas para el cultivo de
patata, con mayor altitud y separados de las areas de consumo de produccion de patata para

preservarlos de posibles plagas y enfermedades.

1.1.4. Principales plagas y enfermedades del cultivo de la patata.
Las pérdidas economicas debidas a las plagas y enfermedades que afectan al cultivo de la
patata, son dificiles de estimar, ya que depende la region, y a numerosos factores agrondmicos
relacionados con el ciclo y manejo del cultivo, variedad, etc. Con buenas précticas agricolas,
una hectéarea de patata en las regiones templadas del norte de Europa y de América del Norte
puede producir mas de 40 t. Sin embargo, casi en todos los paises desarrollados la produccion
promedio es mucho mas baja, desde 5 hasta 25 toneladas, debido a la falta de semillas de
buena calidad y de cultivares mejorados, a un uso inferior de fertilizantes e irrigacion, y a
problemas de plagas y enfermedades (FAO, 2008).
1.1.4.1. Plagas que afectan al cultivo de la patata
Dentro de las plagas que afectan a nivel productivo este cultivo se definen las siguientes:
- Gusano del alambre, Agriotes spp.

Se trata de gusanos que destruyen semillas, practican galerias en tubérculos, destruyen las
raices y el tallo en plantulas. En el caso de cultivos aprovechables por sus organos
subterraneos, como es el caso de la patata, sufren una depreciacion comercial total (Ruiz de
Azua, 2009).

- Pulguilla de la patata, Epitrix similaris Gentner.
Segun la informacion del Observatorio de plagas del ITACyL (2021) se trata de un insecto

coledptero de la familia Crhysomelidae originario de Norteamérica (California), introducido



de manera accidental en Europa en 2004. Los adultos se alimentan de las hojas, en las que se
observan pequefios agujeros circulares (de 1 a 1,5 mm de didmetro). En el borde de estos
orificios se pueden presentar pequenas clorosis, lo que no suele tener una repercusion
importante en el rendimiento del cultivo.
En los tubérculos afectados, se observan galerias sinuosas de aspecto acorchado y pequefias
verrugas superficiales. Estas lesiones son provocadas por las larvas, que se alimentan debajo
de la epidermis. Las galerias son superficiales no afectando por tanto a la carne del tubérculo,
pudiendo eliminarse bien con un pelado de la piel. El dafio producido por las larvas es
principalmente estético, reduciendo el valor de mercado de la patata. Sin embargo, las heridas
pueden ser una via de entrada para otros patogenos (Fusarium spp.).

- Gusanos grises, Agrotis spp.
Segun la Guia de Gestion Integrada para el cultivo de patata (2015), los gusanos grises son
noctuidos del género Agrotis cuya larva provoca dafios tanto a los tubérculos como a las
plantas de patata. Las larvas pueden provocar un dafio considerable en plantas jovenes al
cortarlas por la zona del cuello. Las plantas cortadas por la oruga pueden volver a brotar, pero
presentaran retraso, y su fuerza o vigor sera menor que la de las plantas no atacadas.
La oruga también se alimenta del tubérculo, manifestdndose los dafios en las oquedades o
cavidades producidas por las larvas en las zonas roidas, lo que supone depreciacion de la
produccion. Las heridas provocadas en el tubérculo favorecen la entrada de hongos
fitopatdgenos.

- Polillas, Tecia solanivora (Povolny) y Phtorimaea operculella (Zeller)
Segtin la informacion que ofrece la seccion de Sanidad Vegetal del Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, la polilla guatemalteca, Tecia solanivora (Povolny), es un insecto de
habitos nocturnos perteneciente a la familia Gelechiidae. El inico hospedante identificado
hasta la fecha es la patata. El adulto hace la puesta en la base de las plantas de patata o
directamente en los tubérculos que no estan enterrados a profundidad suficiente. La larva
penetra en el tubérculo para alimentarse provocando la presencia de galerias, que ocasionan
importantes dafios en el cultivo y en el almacén. Como consecuencia de la presencia de
orificios en el tubérculo, que sirven de entrada para otros patdgenos, y a la produccion de
excrementos de la larva, es frecuente la apariciéon de descomposiciones secundarias en el
tubérculo que hacen que la patata no se pueda comercializar.
Phorimaea operculella (Zeller), es otra especie de polilla que producen dafios en los cultivos
de patata, que ademas ocasiona dafios en la parte aérea de la planta, lo que la diferencia de la

polilla guatemalteca.



- Pulgones, Aphis spp. y Myzus spp.
Segun la Guia de Gestion Integrada para el cultivo de patata (2015), los pulgones mas
comunmente presentes en el cultivo de la patata y por tanto potencialmente transmisores o
vectores de virus, son: Myzus persicae (Sulzer, 1776), Macrosiphum euphorbiae (Thomas,
1878), Aulacortum solani (Kaltenbach, 1843) y Aphis narsturtii Kaltenbach, 1843. Los dafios
directos se ocasionan por su actividad alimenticia, por la extraccion de savia y por la posible
contaminacion a través de su estilete de hongos saprofitos u otros patdogenos que se desarrollan
en la melaza secretada por estos insectos. Los dafios indirectos, que son los mas importantes,
se producen por la transmision de virus.

- Escarabajo de la patata, Leptinotarsa decemlineata Say.
Segun el Observatorio de Plagas del ITACyL (2021), elescarabajo de la patata es un
coledptero de la familia de los crisomélidos de amplia distribucion mundial en el cultivo de la
patata. Tanto las larvas como los adultos se alimentan de las hojas y pueden llegar a eliminar
totalmente las plantas. Se trata de una plaga endémica en muchos lugares donde se cultiva la
patata y produce dafios cuantiosos si no se combate en el momento adecuado.
1.1.4.2. Nematodos que afectan al cultivo de la patata
Debido a que se trata de una especie donde la parte comestible es el tubérculo, tiene especial
importancia la presencia de nematodos. Dentro de las especies que pueden atacar a este cultivo
destacan cinco especies de pertenecientes a tres géneros distintos: anguilulosis de la patata,
Ditylenchus destructor, 1os neméatodos del quiste de la patata, Globodera pallida y Globodera
rostochiensis y los nematodos del nodulo de la raiz, Meloidogyne chitwoodi y Meloidogyne
fallax (MAPA, 2015).

- Anguilulosis de la patata, Ditylenchus destructor Thorne, 1945.

Segun la Guia de Gestion Integrada para el cultivo de patata (2015), no se observan sintomas
especificos del ataque de este nematodo en la parte aérea de la planta en la patata de siembra,
salvo en caso de ataques muy severos, en los cuales se observa debilitamiento de las plantas.
Los sintomas se observan sobre los tubérculos: la piel adquiere un color negro grisaceo, se
arruga, se agrieta y aparece desgarrada por zonas y delgada como el papel, debido a que el
tejido subepidérmico se seca y encoge. Al ser pelados los tubérculos, muestran debajo de la
piel manchas de color blanco tiza o débilmente coloreadas, que progresivamente se ensanchan.
El tejido afectado es de consistencia seca y granular y a medida que estas areas se unen, el
tejido se oscurece por la invasion de organismos secundarios como hongos, bacterias y

nematodos saprofitos. En condiciones favorables para el ataque, en el campo o en el almacén,



los tubérculos pueden llegar a destruirse completamente como consecuencia de una
podredumbre humeda, emanando un olor desagradable.

- Nematodos del quiste de la patata, Globodera pallida (Stone, 1973) y Globodera

rostochiensis (Wollenweber, 1923)

Los nematodos formadores de quistes son organismos endoparasitos sedentarios de las
especies Globodera rostochiensis 'y Globodera pallida, que producen problemas
nematoldgicos en el cultivo de la patata, segun la Guia de Gestion Integrada para el cultivo de
la patata. Los nematodos sobreviven en el suelo en forma de quistes, pudiendo aguantar mas
de 20 aflos en ausencia del cultivo. Las formas juveniles buscan las raicillas para alimentarse,
penetrando en ellas. Los primeros ataques se observan en rodales con un pobre crecimiento
del cultivo y retraso en la floracion. El follaje se vuelve amarillento y si no hay humedad
suficiente se marchita, pudiendo morir. Se observan agallas y lesiones necroticas en las raices.
Se quedan cortas y proliferan las raices secundarias sobre las que pueden observarse los
quistes. Los tubérculos formados son de pequefio tamafio, comprometiendo la recoleccion, ya
que las pérdidas pueden ser muy importantes.

- Nematodos del nodulo de la raiz, Meloidogyne chitwoodi Golden, O'Bannon, Santo,

& Finley, 1980 y Meloidogyne fallax (Karssen, 1996).

Segun la Guia de Gestion Integrada para el cultivo de la patata (2015), la diferencia
fundamental de los nematodos del género Meloidoyne spp. con Globodera spp. consiste en
que los Meloidogyne spp. no forman quistes resistentes. Estos nematodos no producen
sintomas aéreos especificos en la planta como para poder diagnosticar la enfermedad, pero
dependiendo de la cantidad de nematodos que haya, las plantas afectadas pueden presentar
diferentes grados de enanismo. Ademas del bajo porte, las plantas tienden a marchitarse mas
acusadamente ante la falta de humedad. Durante su alimentacion producen una secrecion que
causa un engrosamiento de las células de la raiz dando lugar a los llamados “nudos”, “agallas”
o “nédulos”. En los casos mas graves, cuando la densidad de nematodos es alta y las
condiciones ambientales son favorables para el desarrollo del nematodo, los tubérculos
desarrollan nédulos que les dan una apariencia verrugosa; dentro de estos nddulos se
encuentran las hembras del nematodo.
1.1.4.3. Enfermedades que afectan al cultivo de la patata.
La Guia de Gestion Integrada para el cultivo de la patata (2015), describe las siguientes
enfermedades que afectan al cultivo de la patata:

- Mildiu de la patata, Phytophthora infestans (Mont.) de Bary.



Destruye las hojas y el tubérculo en la ultima fase de su crecimiento, manifestandose en
necrosis de las hojas, manchas de un color plateado y destruccion de tejidos de los tubérculos

- La pudricién de la raiz, Rhizoctonia solani Kithn
Hongo en suelos fértiles, acidos y muy humedos o con falta de drenaje. En afios lluviosos
aumenta su incidencia. En la superficie de los tubérculos maduros se forman esclorotos de
color negro a castafio oscuro. Otros sintomas en los tubérculos incluyen grietas,
malformaciones, concavidades y necrosis en el extremo de unidn con el estolon.

- El tizon temprano, Alternaria solani Sorauer
Hongo que causa manchas necrdticas en las hojas de color marrén a negro de diferentes
tamafios y con anillos concéntricos caracteristicos, que pueden juntarse. En los tubérculos las
lesiones son oscuras, hundidas, de forma circular e irregular, pudiendo aumentar de tamafio
durante el almacenamiento.

- La podredumbre del pie y raiz, Fusarium solani (Mart.) Sacc.
Es una enfermedad tipica de las patatas almacenadas. Los tubérculos presentan un moho
algodonoso blanco o ligeramente rosado. Este hongo se desarrolla muy bien a temperaturas
de 15 a 20 °C y con humedad ambiente superior al 70%. Se produce por lesiones, heridas o
cortes al tubérculo. Debido a su influencia en la desecacion, el tubérculo se momifica y la
pulpa adquiere una textura granulosa.

- Sarna plateada, Helminthosporium solani Dur & Mont.
Esta enfermedad se dispersa principalmente durante la fase de almacenamiento. Los conidios
se esparcen con el viento a través del sistema de ventilacion o se transmiten mediante el
contacto directo de tubérculos sanos con tubérculos enfermos. El dafio, que es superficial,
afecta so6lo o los tubérculos. Produce manchas circulares o difusos en lo epidermis,
decolorandola, tomando lo superficie un aspecto plateado, que es mas patente al lavar los
tubérculos. Si el area afectada es muy extensa, los tubérculos pueden arrugarse durante el
almacenamiento, debido o lo pérdida excesivo de humedad.

- Verticilosis, Verticillium dahliae Kleb
La enfermedad se caracteriza por un amarillamiento de las hojas, el que comienza en la base
de la planta y puede desarrollarse unilateralmente, restringiéndose a los lados de las hojas, el
tallo o la planta. Después, la planta puede marchitarse llegando a una muerte prematura.

- Sarna comun, Streptomyces spp.
La sarna afecta a los tubérculos de la patata que, en casos muy severos puede provocar que
las plantas detengan su crecimiento causando marchitez. Los tubérculos son los mas afectados

y los sintomas mas comunes son pustulas o lesiones levantadas de forma circular, aspecto



corchoso y color marrén. A veces estas lesiones estan hundidas o cavidades semiprofundas y
en otros se formas lesiones necroticas en forma de figuras poliédricas y/o lesiones necroticas
de forma reticular o estrellada.

- El marcheamiento bacteriano de la patata, Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi.
Es la enfermedad bacteriana mas grave de la patata en las regiones calidas del mundo. Con
frecuencia restringe la produccion de este cultivo. Los sintomas iniciales de amarillamiento
leve se observan primero en un solo lado de la hoja o en una rama y no en la siguiente. Los
sintomas avanzados son la marchitez severa y la sequedad, qua preceden a la muerte de la
planta.

- Necrosis bacteriana o podredumbre anular, Clavibacter michiganensis subsp.

sepedonicus (Spieckemann & Kotthoff)

Bacteria que produce importantes pérdidas econdmicas, tanto en patata de siembra como de
consumo, al provocar la pudricion de los tubérculos. Existe un gran riesgo de introduccion de
estas enfermedades a través de la patata de siembra. En almacén, estas bacterias se propagan
facilmente de los tubérculos infectados a los sanos, sin que necesariamente presenten
sintomas. Si se siembran tubérculos infectados, dichas bacterias pueden sobrevivir en campo
durante varios afos.

- Pie negro, Pectobacterium spp. y Dickeya spp.
El pie negro es una enfermedad que representa un conjunto de sintomas de pudricién
ocasionados por diferentes bacterias. Las bacterias que producen estas enfermedades suelen
estar presentes en las lenticelas de los tubérculos utilizados como semilla, pero también
pueden estar en los suelos y en las aguas de riego. En condiciones idoneas de alta humedad
en el suelo, alta temperatura y heridas en los tubérculos producidas por golpes, magulladuras
y fisiopatias, las bacterias latentes se activan pudriendo el tubérculo antes de la emergencia
de las plantas. Las plantas afectadas suelen presentar necrosis y reabsorcion del tallo
subterraneo, presentando una podredumbre de color negro y himeda muy tipica en el cuello.
Los sintomas en tubérculos van desde pudricion poco definida en el contorno, hasta pudricion
total de todo el tubérculo con un caracteristico olor desagradable.
Por ultimo, la guia de Patogenos de plantas descritos en Espafia por la Sociedad Espafiola de
Fitopatologia (2010), define los siguientes virus de la patata en el cultivo en Espafa:

- Virus de la rizomania, Beet necrotic yellow vein virus
Virus trasmitido por un hongo de suelo, Polymyxa betae. La enfermedad se detecta en cultivo
porque presenta sintomas, de amarilleo y estrechamiento de las hojas y malformaciones en

raiz.



Las hojas presentan clorosis moteada en el cultivo, sintomas de marchitez pese a tener
humedad disponible; plantas con peciolos largos y hojas estrechas. Se produce gran formacion
de raices laterales que rapidamente se ponen de color café. En el caso de pudricion de la raiz
principal, los haces vasculares toman una coloracion oscura.

- Virus del bronceado, Tomato spotted wilt virus
Las plantas infectadas presentan manchas necroticas en las hojas, necrosis en los tallos, muerte
del brote terminal y en alglin caso, de toda la planta. Ademas, los tubérculos infectados pueden
presentar aspecto normal, pero tener defectos internos como grietas y manchas necroticas que
disminuyen la calidad de los mismos. El virus es trasmitido por insectos del orden
Thysanoptera como Frankliniella occidentalis Pergande, 1895, Frankiniella schultzei
(Trybom, 1910), Frankliniella gemina Bagnall, 1919 y Thrips tabaci Lindeman, 1889 con
diferente eficiencia en la capacidad de trasmitir el virus.

- Virus del ahusado de la patata, Potato spindle tuber viroid
En las plantas de patata este virus da lugar a un enroscado del apice del tallo en el sentido de
las agujas del reloj y los foliolos son alargados, verde oscuro y los tubérculos son pequefios y
elongados. La principal forma de diseminacidn de este virus, bajo condiciones de campo, es
la transmision por contacto, la que ocurre en forma natural cuando las hojas de una planta
infectada rozan o se ponen en contacto con las hojas de una planta sana, provocando roturas
de pelos o tricomas de las hojas, por donde se produce la infeccion.

- Potato Virus Y (Virus del mosaico severo de la patata)
Los sintomas tipicos de este virus son rugosidad, aglomeracion, retorcimiento, doblez hacia
abajo del margen de los foliolos y/o necrosis en las hojas; necrosis de las nervaduras de los
foliolos; manchas necroticas y rayado en el tallo; y enanismo. Los cultivares menos sensibles
reaccionan mostrando solo mosaico suave o pueden estar infectados sin presentar sintomas.
El virus se perpettia por tubérculos infectados y es transmitido por afidos en forma no
persistente. EI PVY puede también trasmitirse mecanicamente a través de la maquinaria o

herramientas.

1.1.5. Problemas emergentes del cultivo de la patata.

En el afio 2013 se detectd por primera vez en tubérculos de patata procedentes de varias
localidades de Castilla y Ledn la bacteria ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’ (Lso)
(Palomo et al., 2014). Este patogeno es el causante de la enfermedad conocida como “Zebra
Chip” (ZC), una enfermedad que causa importantes pérdidas en el cultivo de la patata en el

Norte y centro de América y Nueva Zelanda (Munyaneza, 2015).
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Lso es una bacteria gram-negativa, vascular, limitada al floema de la planta, no cultivable en
laboratorio y de la que se han descrito hasta 10 haplotipos (EPPO, 2020). Es transmitida por

psilidos (Hemiptera: Triozidae) que se alimentan de la savia del floema de la planta.

1.2. “Zebra Chip” en el cultivo de la patata

1.2.1. Importancia econdémica de Zebra Chip (ZC) en el cultivo de la patata

Zebra Chip (ZC) es una enfermedad de importancia econémica en el cultivo de la patata, que
ha sido documentada en campos comerciales en América del Norte y Central y Nueva Zelanda
(Munyaneza, 2015).

ZC tuvo una importancia esporadica hasta 2004, cuando empez6 a causar pérdidas de millones
de dolares a los productores de patata en América, conduciendo ocasionalmente al abandono
de campos enteros (Munyaneza, 2015). A mediados de la década de 2000, el manejo quimico
de la enfermedad en Texas costd aproximadamente 25,86 millones de délares en un periodo
de 3 afos, y en el noroeste del Pacifico este gasto fue estimado en 11 millones de ddlares al
ano (American Phytopathological Society, 2019). La enfermedad también ha devastado la
industria de la patata en Nueva Zelanda (Munyaneza, 2015).

Los impactos econdmicos directos anuales en Europa de una eventual infestacion de Lso en
cultivos de solandceas, con una produccién de patata 59 millones de toneladas en 2013
(Eurostat, 2020), se estimaba en 222 millones de euros (Soliman et al., 2013). La produccién
de patata europea actual es inferior (51,2 millones de toneladas en 2019) (Eurostat, 2020), sin
embargo, siendo la patata uno de los cultivos horticolas méas importantes de Europa y de
Espafia, con 2,01 millones de toneladas en 2018 (MAPA, 2019), la amenaza de ZC para el

cultivo de patata en Europa es grave.

1.2.2. Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso)

Lso es un patdgeno que se encuentra ampliamente distribuido en el Norte y Centro de

América, en Europa y en Nueva Zelanda (Figura 1.2.) (EPPO, 2021).
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Figura 1.2. Presencia de Candidatus Liberibacter solanacearum a nivel mundial (EPPO, 2021)

Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso) es una bacteria Gram-negativa, de la familia
Rhizobiaceae, clase a— Proteobacteria, parasita obligada del floema de distintas plantas y de
la hemolinfa de algunos insectos, no cultivable in vitro (Jagoueix et al., 1994; Bove, 2006)

(Figura 1.3.).

Figura 1.3. Células infectadas por Lso y células sanas del floema de apio. Proyecto Ponte
(https://www.ponteproject.eu/ )

La morfologia del género Candidatus Liberibacter visto bajo el microscopio electrénico es
de un bacilo que mide aproximadamente de 2-3um de largo y 0,2-0,3um de ancho (Tanaka et
al., 2007). Al igual que otras bacterias del género Liberibacter, Lso se puede transmitir por
injerto, semilla e insectos vectores (Liefting et al., 2009a; Secor et al., 2009; Crosslin &

Munyaneza, 2009; Camacho-Tapia et al., 2011; Bertolini et al., 2015).
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La deteccion de Lso se basa en la amplificacion por PCR de fragmentos del gen ARNr 16S
con cebadores especificos. Estudios de metagendmica revelaron que el genoma de Lso es un
cromosoma circular de 1.258. 278 pb; la funcion de sus genes se establecié por comparacion
de genes ortdlogos. Dentro del genoma se encuentran tres operones completos de rRNA (16s,

23sy 5s), 45 genes que codifican tRNA y alrededor de 35 pseudogenes (Lin ef al., 2011a,b).

1.3.2. Plantas huéspedes cultivadas de Candidatus Liberibacter solanacearum

Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso) se reportd inicialmente como el agente causal de
ZC en la patata en 2009 por Liefting et al. (2009a, 2009b), basado en su secuencia molecular
(Liefting et al., 2008b). Este patogeno también fue detectado en patata en Nueva Zelanda
(Liefting et al., 2008b). Se ha detectado en otras Solanaceas como tamarillo (Solanum
betaceum) y uchuva (Physalis peruviana), sin sintomas de enfermedad (Liefting et al., 2008a);
en cultivos de tomate y pimiento en México (Munyaneza et al., 2009a,b); en plantas de tabaco
(Nicotiana tabacum L.) en Honduras (Aguilar et al., 2013); y en cultivos de berenjena
(Solanum melongena L.), pimiento jalapetio (Capsicum annuum), hierba mora de hoja
plateada (Solanum elaeagnifolium Cav.), hierba mora negra (Solanum ptychanthum Dun.) y
bayas de Goyi (Lycium barbarum) en Estados Unidos (Wen et al., 2009).

En Europa Lso se ha asociado con cultivos de Apiaceas, encontrandose en plantas de
zanahoria (Daucus carota) afectadas en Finlandia (Munyaneza et al., 2010a, 2011), Suecia
(Munyaneza et al., 2012c) y en Noruega (Munyaneza et al., 2012d). Este patégeno se ha
reportado también en plantas de zanahoria en las Islas Canarias y en la Peninsula Ibérica
(Teresani et al., 2015); en apio (Apium graveolens) en Espafia, en zanahorias en Marruecos
(Tahzima et al., 2014), en zanahorias en campos de cultivo cerca de Orléans (Loiseau et al.,
2014); en chirivia (Pastinaca sativa L.) y plantas de perejil (Petroselinum crispum (Mill.)
Fuss) en Espana (Alfaro-Fernandez et al. 2017) y Francia (Hajri et al., 2017), y en hinojo
(Foeniculum vulgare Mill.) y perifollo (Anthriscus cerefolium (L.) Hoffm.) en Francia (Hajri
etal., 2017).

1.2.3. Sintomatologia de Candidatus Liberibacter solanacearum en patata, “Zebra Chip”, en
otras Solanaceas y en Apiaceas.

Los sintomas de ZC en patata fueron observados por primera vez en México en 1994 (Secor
et al., 2009), y se le dio el nombre por la coloracion marrén de los vasos vasculares de los
tubérculos de las plantas afectadas distribuida de forma caracteristica. Los sintomas

caracteristicos de esta enfermedad en los tubérculos frescos son rayas oscuras y claras,
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especialmente detectables en patatas fritas, que afectan su apariencia y sabor, haciendo los
tubérculos comercialmente inaceptables (Figura 1.4.)

Los sintomas foliares asociados con ZC incluyen enrollamientos hacia arriba de las hojas
superiores, decoloraciones amarillentas o violaceas, proliferacion de yemas axilares,
entrenudos cortos, nédulos hinchados, tubérculos aéreos, clorosis y quemaduras de las hojas,

crecimiento rapido y en algun caso, muerte de la planta (Figura 1.4.)
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Figura 1.4. Sintomas de ZC en tubérculos de patata (EPPO) y sintomas de tubérculos aéreos en plantas de
patata.

Los sintomas de ZC en Nueva Zelanda en tomate de invernadero (Solanum lycopersicum) y
plantas de pimiento (Capsicum annuum) mostraron multiples sintomas, incluyendo el
moteado de las hojas, rizado de las venas, crecimiento apical puntiagudo y clorotico, retraso
del crecimiento y deformacion del fruto (Liefting et al., 2008b).

En el caso de zanahoria, los sintomas en las plantas afectadas incluyen curvatura de las hojas,
coloracion amarillenta, bronceada y violacea de las hojas; atrofia de los brotes y raices; y
proliferacion de raices secundarias (Munyaneza et al., 2010a). En apio (Apium graveolens)
los sintomas de las plantas donde fue detectada la bacteria fueron proliferacion y distorsion
de los tallos (EPPO, 2012; Teresani et al., 2014);

Existe evidencia de que Lso puede estar presente en los tubérculos de patata y zanahoria sin
sintomas apreciables (Palomo et al., 2014; Loiseau et al., 2014; MAPA, 2017; Haapalainen
et al., 2018a; Ruiz-Padilla et al., 2020).

1.2.4. Los psilidos, familia Psyllidae (Hemiptera: Triozidae)
Los psilidos (Hemiptera: Psylloidea) son pequefios insectos de 2 a 3 mm de largo con cuatro
alas que se alimentan de plantas, chupando la savia del floema. Se distribuyen en casi todas

las principales regiones climaticas del mundo donde encuentran las plantas hospedantes
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adecuadas. La gran mayoria de las especies de psilidos son muy especificas del huésped y
estan predominantemente asociadas con angiospermas dicotiledoneas perennes (Hodkinson,
2009). Algunas especies se desarrollan en monocotiledoneas incluyendo Livia spp. en Carex
y Juncus, Bactericera tremblayi (Wagner) y B. kratochvili (Vondracek) sobre Allium spp.
(Alliaceae) y sobre especies de Palmaceas (Hodkinson, 2009). Las gimnospermas no suelen
ser utilizadas como plantas hospedantes, pero sin embargo juegan un papel muy importante
como plantas de refugio de hibernacién para adultos de una amplia gama de especies de
psilidos.

Los psilidos se han ido adaptando para explotar una variedad de plantas a lo largo del tiempo
evolutivo, diversificando su fisonomia, fisiologia y fenologia para irse habilitando a las
diferentes condiciones ambientales dentro de las principales zonas climaticas. A su vez, las
plantas huéspedes también han experimentado una evolucién quimica de forma simultanea,
en particular las caracteristicas de sus compuestos secundarios. Estas caracteristicas quimicas
son la base de la seleccion del huésped y la permanencia de los psilidos en el huésped
(Hodkinson, 2009). Dicha evolucién estd impulsada por dos variables primordiales, la
temperatura y la precipitacion, que varia en respuesta a la latitud, altitud y continentalidad del
sitio (Hodkinson, 2009). Al ser capaces de volar de forma autonoma pequenas distancias, les
permite cambiar de planta huésped para la busqueda del recurso alimenticio del que depende
para el éxito de la reproduccion y moverse entre diferentes especies de plantas hospedadoras
y buscar especies no hospedadoras como lugares de hibernacion, escapando de los efectos de
fuerte competencia intraespecifica y enemigos naturales (Hodkinson, 2009).

El ciclo de vida del psilido comienza con el apareamiento entre adultos fértiles, seguido de
oviposicion por la hembra en las hojas de la planta huésped, la eclosion del huevo y desarrollo
ninfal a través de cinco estadios, y la apariciéon de adultos después de la metamorfosis,
generalmente mostrando una proporcion de sexos de 1: 1 en el momento de la emergencia
(Hodkinson, 2009). Dependiendo de la estacion y las condiciones climaticas, los adultos
recién emergidos vuelan a nuevas plantas hospedantes y comienzan un nuevo ciclo o bien
migran a plantas refugio para hibernar. Los adultos pueden volar a una distancia de 1 km y
pueden también ser arrastrados por el viento a distancias mas largas. El tiempo necesario para
el desarrollo de huevos a adultos varia dependiendo de la temperatura, pero generalmente es
alrededor de un mes. El nimero total de huevos puestos por una hembra apareada es de cien
a mil para la mayoria de las especies estudiadas (Hodkinson, 2009). Existen numerosos
factores que intervienen en la fecundidad de las especies de psilidos, relacionadas con su ciclo

de vida, la temperatura, la duracion del dia, etc. difiriendo esta fecundidad ampliamente,
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incluso entre especies del mismo género o familia. Por lo general, la fecundidad media por
hembra varia de 40 a 50 a mas de 1000 huevos, con una mayoria de especies que se encuentran
en el rango de 200 a 800 (Hodkinson, 2009). En las zonas tropicales, con condiciones de calor
y humedad durante todo el afio, los ciclos de vida tienden a ser continuos, con multiples
generaciones por afio (Hodkinson, 2009).

Existe un alto grado de especificidad del huésped en los psilidos, sin embargo, las excepciones
suelen ser especies multivoltinas de zonas templadas del norte (Hodkinson, 2009). Dentro de
estas especies se encuentran plagas como Bactericera nigricornis Forster, Bactericera
trigonica Hodkinson y Bactericera cockerelli (Sulc), las cuales se alimentan de una diversidad
de géneros de plantas hospedadoras dentro de las familias de las Solandceas, Umbeliferas y

Cruciferas (Hodkinson 1981).

1.2.5. Principales especies de psilidos transmisoras de patdogenos en plantas cultivadas.

Los psilidos (Hemiptera: Psylloidea) son transmisores principalmente de bacterias y
fitoplasmas, encontrando numerosas enfermedades relacionadas con estos insectos vectores
en distintas especies cultivadas (Hodkinson, 2009).

Huanglongbing (HLB), conocido también como el “greening” de los citricos, es una
enfermedad asociada con la infeccion de tres especies de a-proteobacterias de Candidatus
Liberibacter: Ca. L. asiaticus, Ca. L. americanus y Ca. L. africanus (Bove, 2006). Los
sintomas del HLB incluyen manchas moteadas y clorosis, que pueden llegar a confundirse
con deficiencias nutricionales, ademdas de achaparramiento y reduccion del follaje conforme
progresa la enfermedad, y en casos extremos los arboles mueren por la infeccion (Gottwald et
al., 2007). Existen varias especies de psilidos vectores asociadas a HLB en citricos. El psilido
Diaphorina citri Kuwayama, 1908 es responsable de la transmision de Ca. L. asiaticus en
América, Asia y Africa (Halbert & Manjunath, 2004, Das et al., 2007; Shimwela et al., 2016)
y de Ca. L. americanus en América (Texeira et al., 2005). Trioza erytreae Del Guercio, 1918,
es responsable de la transmision de Ca. L. africanus en Africa (Aidoo et al., 2019) y Ca. L.
asiaticus en el sur de Africa (Ajene ef al., 2020a,b).

Zebra chip (ZC) es una enfermedad del cultivo de la patata que causa importantes pérdidas en
el Norte y centro de América y Nueva Zelanda (Munyaneza, 2015). El agente causal es
Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso) (Liefting e al. 2009a,b). En todos estos casos
Lso parece ser transmitida por Bactericera cockerelli (Sulc) (Figura 1.5.), que es endémica de
América, pero que fue introducida accidentalmente en Nueva Zelanda, encontrandose por

primera vez en este pais en 2006 (Thomas et al., 2011).
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Figura 1.5. Huevos, ninfas, adultos y adultos recién emergidos de Bactericera cockerelli (EPPO)

En el norte Europa Trioza apicalis Forster es la especie responsable de la transmision de Lso
en el cultivo de zanahoria (Munyaneza et al., 2010b, 2011), mientras que en el sur de Europa
y paises del Mediterraneo es el psilido Bactericera trigonica (Alfaro-Fernandez et al.,
2012a,b; Teresani et al., 2014; Tahzima et al., 2014; Loiseau et al., 2014).

Sin embargo, no existe informacion suficiente de la abundancia y distribucion de psilidos en
cultivos de patata en Europa (Antolinez et al., 2019; Haapalainen et al., 2018a; Teresani et

al., 2015).

1.2.6. Transmision de Candidatus Liberibacter solanacearum por psilidos (Hemiptera:
Triozidae).

Cuando un psilido se alimenta de la savia del floema infectada por Lso, la bacteria puede ser
ingerida por el insecto. El tiempo entre la adquisicion del patdégeno y alcanzar el potencial de
poder transmitir el patdgeno a una nueva planta se llama periodo latente (Haapalainen, 2014).

El periodo de latencia de Lso en B. cockerelli es de aproximadamente dos semanas y la
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bacteria se transmite de manera persistente, circulativa y propagativa (Sengoda et al., 2013,
2014; Cooper et al., 2014).

Para que la bacteria sea transmitida por el psilido de forma persistente, las células bacterianas
deben atravesar la pared del canal alimentario, moverse a través de la hemolinfa y finalmente
llegar a las glandulas salivales, desde donde la bacteria puede transmitirse con las secreciones
salivales a una nueva planta huésped durante la alimentacion del psilido (Hodkinson, 2009).
Ademas de la transmision de las bacterias por psilidos a través de una planta huésped, Lso
también puede ser transmitida transovaricamente (verticalmente) a la progenie de un psilido

femenino infectado.

1.2.7. Haplotipos de Candidatus Liberibacter solanacearum y su relacion con los psilidos
vectores

La caracterizacion de la bacteria a partir de muestras de plantas y psilidos de diferentes
origenes ha permitido agruparla en diferentes haplotipos. Los haplotipos de Lso estan basados
en las secuencias de tres regiones de los genes 16S rRNA, ITS 23S rRNA y 50S rRNA (rplj-
rplL).

Los haplotipos A y B estan asociados con enfermedades causadas por la bacteria en la patata
y otras especies de solandceas (Nelson et al., 2011) y estdn diseminados por Bactericera
cockerelli en América Central, del Norte y Nueva Zelanda. En Europa, el haplotipo C se asocia
con zanahoria y Trioza apicalis en Finlandia (Munyaneza et al., 2010b,2011). Los haplotipos
D y E se describen en zanahorias y otros cultivos de Apiaceas en la cuenca mediterranea
(Nelson et al.,2013; Teresani et al., 2014): Espafia (Alfaro-Fernandez et al., 2012a,b; Teresani
et al., 2015), Francia (Loiseau et al. 2014) y Africa del Norte (Tahzima et al., 2014, Ben
Othmen et al., 2018). En estas areas de produccion Lso es transmitido por Bactericera
trigonica Hodkinson (Font et al., 1999; Teresani et al., 2015; Ben Othmen et al., 2018;
Antolinez et al., 2019). La distribucion de los haplotipos en Europa se muestra en la Figura

1.6.
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Figura 1.6. Distribucion de los haplotipos de Candidatus Liberibacter solanacearum en Europa y en el
Mediterraneo. Proyecto Ponte (https://www.ponteproject.cu/ )

Se ha encontrado un sexto haplotipo en el psilido Trioza urticae y en la ortiga (Urtica dioica,
Urticaceae) en Finlandia, denominandose haplotipo U (Haapalainen et al., 2018b). Se ha
identificado un séptimo haplotipo, denominado haplotipo F, en patata en Estados Unidos
(Grimm et al., 2018; Swisher Grimm & Garczynski, 2019) y recientemente se han detectado
dos nuevos haplotipos, G y H. El haplotipo G se ha detectado en muestras de Solanum
umbelliferum (Solanaceae) de los condados de Kern y Riverside (Estados Unidos) de la
coleccion del herbario de la Universidad de California Riverside (Mauck et al., 2019). Por
ultimo, el haplotipo H se ha descrito en plantas de la familia Apiaceae y Polygonaceae de

diferentes regiones de Finlandia (Haapalainen et al., 2020).

1.2.8. Medidas de control de Candidatus Liberibacter solanacearum
Las medidas para el control de ZC, en zonas donde esta enfermedad causa graves problemas
en el cultivo de la patata, se han basado en la deteccion temprana y el control del insecto vector

disminuyendo su presencia (Haapalainen, 2014).
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La mayoria de las variedades comerciales de patata disponibles en los Estados Unidos son
susceptibles a ZC aunque ciertas lineas de mejora de variedades de patata exhiben cierta
tolerancia a ZC, a Lso y a B. cockerelli (Munyaneza et al. 2010¢). Las lineas de mejora de
patata incluyen aquellas con germoplasma derivado de especies silvestres de Solanaceas que
se ha demostrado que exhiben resistencia a muchas plagas de insectos de la patata (Munyaneza
et al. 2010e; Novy et al., 2010).

El desarrollo e identificacion de variedades de patata y/o lineas de mejora avanzadas con
resistencia o tolerancia a ZC, utilizando métodos tradicionales de reproduccion o ingenieria
genética, se han reportado como métodos cruciales para el desarrollo de estrategias de manejo
efectivas y sostenibles para esta importante y emergente enfermedad en patata. Se han
realizado trabajos para desarrollar cultivares resistentes y pruebas de deteccion para identificar
variedades de patata y lineas de mejora avanzadas con resistencia a ZC y a B. cockerelli (Mora
etal, 2021)

Las plantas emplean diferentes mecanismos para protegerse de los patdogenos y los insectos.
Algunos de los mecanismos de resistencia de algunas plantas huéspedes son constitutivos,
como barreras fisicas, o liberacion de quimicos que interrumpen la transmision del patdégeno,
la permanencia y la oviposicion del psilido en la planta. Otras defensas de las plantas, como
la emision de compuestos volatiles o el incremento regulado de genes de resistencia pueden
ser respuesta a la plaga o el patogeno (Mora et al., 2021).

Los mecanismos de resistencia de la planta huésped al patégeno pueden ser categorizados
como antixenosis y antibiosis. Generalmente, la antixenosis se refiere al efecto disuasorio que
las plantas pueden tener en el comportamiento de los insectos, mientras que la antibiosis afecta
a su ciclo de vida y su reproduccion (Mora ef al., 2021). En el caso de ZC, varias variedades
de patata e hibridos de patata poseen cierto grado de tolerancia a ZC. En algunas variedades,
la tolerancia se atribuyd a efectos antixenoticos de los tricomas glandulares (Mora et al.,
2021).

Un numero reducido de variedades parecen tener una base genética para la tolerancia a Lso
en adicion con efectos del comportamiento del psilido (Rashidi et al., 2017; Fife et al., 2020).
Recientemente se ha reportado la resistencia a B. cockerelli de algunos parientes silvestres de
tomate, S. pennelli y S. corneliomulleri (Avila et al., 2019), con varios loci de rasgos
cuantitativos (QTL) asociados con la mortalidad de insectos y menor fecundidad. Estos QTL
en especies silvestres podrian ser una fuente valiosa para mejorar la resistencia de los
cultivares, sin embargo, su herencia compleja, su modo de accidon y la interaccion entre

huésped-vector-patdogeno requieren una caracterizacion adicional.
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Los avances recientes en gendmica y recursos genéticos (Mora et al., 2021), incluidos los de
la patata, deberian ayudar a identificar rasgos deseables, alelos y desarrollo de marcadores
para desarrollar nuevos cultivares de resistencia a ZC. Por ejemplo, la disponibilidad de la
secuencia del genoma de referencia de la patata y el descubrimiento de marcadores de SNP
(polimorfismo del nucleétido Gnico) en el germoplasma de patata de América del Norte ha
ayudado en la identificacion de genes vinculados a caracteristicas agronémicas mejoradas
(Mora et al, 2021). La seleccion asistida por marcadores (MAS) ayudaria a identificar
marcadores estrechamente vinculados a un locus objetivo, en lugar de depender de selecciones

fenotipicas para hacer cruzamientos.

1.2.9. Candidatus Liberibacter solanacearum en la Peninsula Ibérica y en Canarias.

En Espaifia Lso se cita por primera vez en 2012 en muestras de zanahoria recogidas de 2008 a
2010 en Alicante, Valencia y Albacete (Alfaro-Fernandez et al., 2012a,b). La especie
identificada como responsable de la transmision en este cultivo fue el psilido Bactericera
trigonica Hodkinson (Font ef al., 1999; Teresani et al., 2015; Antolinez et al., 2019).

En patata, la presencia solo ha sido detectada en anélisis rutinarios de tubérculos en el
momento de cosecha (Palomo et al., 2014), desconociendo la etiologia y la importancia
epidemioldgica de la aparicion de la bacteria en este cultivo.

Los haplotipos descritos en la cuenca Mediterranea en zanahorias y otros cultivos de Apiaceas
han sido los haplotipos D y E (Alfaro-Fernandez et al., 2012a,b; Teresani et al., 2015) y en
estudios recientes realizados con muestras de material vegetal de Apiaceas y Solanaceas de
diferentes regiones espanolas, se ha confirmado de nuevo la presencia de los haplotipos D y
E, y en el caso de los tubérculos de patata, entre ellos algunos procedentes de la zona
productora de patata de Castilla y Leon, el haplotipo detectado ha sido siempre el E (Ruiz-
Padilla et al., 2020).

Las especies de psilidos reportadas en cultivos de patata y zanahoria en la Peninsula Ibérica
han sido Bactericera nigricornis (Forster) y B. trigonica (Antolinez et al., 2019). Asi mismo,
ha sido reportada la presencia de B. trigonica en Canarias en cultivo de zanahoria (Teresani
et al.,2015). Estos autores han citado ambas especies en cultivos de zanahoria y patata, siendo
B. trigonica mas abundante en zanahoria y B. nigricornis mas abundante en patata. Sin
embargo, el riesgo de transmision de Lso de zanahoria a patata por B. trigonica parece muy
limitado (Antolinez et al., 2017) y teniendo en cuenta que B. nigricornis aparece en ambos
cultivos, esta especie podria ser responsable de la transmision de Lso de zanahoria a patata en

Espaina. Por ultimo, se ha documentado la presencia de otra especie del género Bactericera
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spp. que podria estar involucrada en la transmision de Lso, Bactericera tremblayi (Wagner,
1961), el psilido de la cebolla. Este psilido ha sido reportado en la zona de produccion
horticola espafiola, causando importantes dafos en los cultivos de puerro (Ouvrard &
Burckhardt, 2012), aunque si bien puede portar la bacteria, no es transmisora de la misma
(Antolinez et al., 2017). B. trigonica, B. nigricornis y B. tremblayi son morfolégicamente
cercanas y pertenecen al complejo Bactericera nigricornis Forster (Hodkinson, 1981).
Aunque existen trabajos previos sobre estas especies, se requieren estudios mas extensos y
sistematicos para dilucidar el papel real de cada especie en la transmision de Lso de los

cultivos de zanahoria a patata.

1.3. Justificacion y objetivos.
La expansion y propagacion de Lso es rapida, y su dispersion depende principalmente del
control en las especies de los psilidos vectores (Haapalainen, 2014).
La presencia de la bacteria Lso en el cultivo de patata en Espafia ha sido testimonial, reportada
en los analisis tubérculos de patata realizados desde el Centro Regional de Diagnéstico de la
Junta de Castilla y Leon en el ano 2013, lo que no tendria en principio repercusion
epidemioldgica ni econdmica en el cultivo (Palomo et al., 2014).
Los psilidos transmisores de Lso actualmente reportados en zonas horticolas en cultivos de
patata y zanahoria de la Peninsula han sido B. trigonica y B. nigricornis (Antolinez et al.,
2019) y B. trigonica en Canarias (Teresani et al., 2015). B. trigonica es una especie que
aparece con abundancia en el cultivo de la zanahoria y se trata de un vector eficiente en este
cultivo, sin embargo, en los estudios realizados por Antolinez et al., en 2017 reportaron que
el riesgo de transmision de Lso de zanahoria a patata por B. trigonica parece ser muy limitado.
Por tanto, con el fin de evaluar la amenaza real de Lso en el cultivo de la patata en Castilla y
Leodn, se realizaron muestreos ocasionales distribuidos en las zonas productoras de patata,
tanto de siembra como de consumo, muestreos de forma periddica para estudiar la dindmica
poblacional de los psilidos en patata y se establecié un ensayo para comprobar la transmision
de la bacteria tanto en planta como en tubérculo, evaluando en todo caso la amenaza real de
las posibles especies de psilidos vectores de esta bacteria y de los tubérculos infectados.
Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

- Identificar las especies de psilidos asociadas al cultivo de patata en Castilla y Ledn,

asi como estudiar su dispersion, dindmica poblacional, abundancia y el riesgo como

especies vectores de Lso.
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Evaluar diferentes métodos de muestreo para la determinacion de las poblaciones de
psilidos.

Determinar la incidencia de la enfermedad en las principales zonas productoras de
patata de Castilla y Leon, tanto de siembra como de consumo, mediante la deteccion
de los sintomas de la enfermedad en planta y deteccion de la bacteria por métodos
moleculares.

Estudiar la sintomatologia y transmision de la enfermedad en la planta y tubérculo en
diferentes variedades de patata

Identificar posibles focos de transmision de la bacteria y advertir el potencial de riesgo

de transmision de la bacteria de este material infectado.
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Capitulo 2: Distribucion de Zebra Chip en el cultivo de la patata de Castilla y Leon
Resumen

Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso) es un patdégeno ampliamente distribuido en
diferentes cultivos de las familias Apiaceae spp. y Solanaceae spp. En patata provoca la
enfermedad conocida como Zebra Chip (ZC) ocasionando grandes pérdidas econdmicas a
nivel mundial. En el afio 2013 se detecto la presencia de Lso en tubérculos de patata en los
analisis rutinarios realizados por el Centro Regional de la Junta de Castilla y Ledn, sin
embargo, ain no se conocen distintos aspectos de la etiologia y epidemiologia de esta
enfermedad en el cultivo de patata de Castilla y Leon. Con los objetivos de conocer qué
importancia tiene la enfermedad en el cultivo de patata de Castilla y Leon, estudiar la
abundancia y el potencial en la transmision de las distintas especies vectores, asi como buscar
posibles plantas hospedantes que puedan albergar la bacteria y actuar como foco de dispersion,
se realizaron muestreos ocasionales en las zonas productoras de patata de siembra y de
consumo de Castilla y Leon durante los afos 2016, 2017 y 2018.

De las 660 plantas muestreadas, solo se encontraron siete plantas positivas en el analisis de
Lso, seis de ellas con sintomas de tubérculos aéreos y una planta sin sintomas. La especie
mayormente encontrada ha sido Bactericera nigricornis, que tiene habitos polifagos, con unos
niveles de capturas bajos. La presencia de otras especies proximas como B. trigonica 'y de B.
tremblayi ha sido testimonial. El porcentaje de individuos de B. nigricornis portadores de la
bacteria fue del 2%. En el andlisis de las plantas silvestres proximas al cultivo de la patata en
la zona de siembra no se report6 la presencia de Lso.

En conclusion, con el nivel de plantas e insectos portadores de la bacteria encontrado, no
parece que ZC sea un problema grave en Castilla y Ledn. Existen zonas de produccion de
patata de consumo en Castilla y Le6n donde el cultivo de la patata se encuentra muy proximo
al de zanahoria en el que Lso es un problema. Teniendo en cuenta que el riesgo de transmision
de B. trigonica a patata es muy limitado, B. nigricornis podria adquirir la bacteria en este

cultivo para posteriormente transmitirla al cultivo de la patata.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso), Bactericera spp., vector,

planta, tubérculo, siembra, consumo, huésped.
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2.1. Introduccion

Candidatus Liberibacter solanacearum’ (Lso), es el patdogeno responsable de la enfermedad
conocida como “Zebra Chip” (ZC) en patata y otras Solanaceas (Munyaneza, 2015); y de los
desoérdenes vegetativos detectados en Apiaceas en el norte de Europa (Munyaneza et al.,
2010a,2011,2012c,d) y en la cuenca Mediterranea (Loiseau et al., 2014; Tahzima et al., 2014;
Teresani et al., 2015; Alfaro-Fernadndez et al., 2017; Hajri et al., 2017). Es transmitida por
psilidos (Hemiptera: Triozidae) que se alimentan de la savia del floema de la planta
(Hodkinson, 2009).

La transmision de los haplotipos A y B de Candidatus Liberibacter solanacearum en el Norte
y centro de América y Nueva Zelanda (Munyaneza, 2015) es realizada por Bactericera
cockerelli (Sulc), o psilido de la patata, provocando importantes dafios en este cultivo. Se trata
de una especie polifaga, y tiene una gama de plantas hospedantes excepcionalmente amplia,
siendo capaz de ovipositar y completar el desarrollo en més de 40 especies hospedadoras
(Knowlton & Thomas, 1934; Wallis, 1951). Las plantas hospederas de B. cockerelli se
incluyen dentro de las familias Solanaceae y Convolvulaceae, aunque sobrevive y parece
preferir especies de plantas de la familia de las Solanaceas (Wallis, 1955). B. cockerelli es
endémica de América del Norte con la distribucion de este insecto en diversos estados de los
EE. UU. (Pletsch, 1947; Cranshaw, 1994; Munyaneza et al., 2009c, 2010d), pudiéndose
encontrar en Canada (Pletsch, 1947;Wallis, 1955; Ferguson et al., 2002), asi como en México,
y en varios paises de Centroamérica al menos tan al sur como Guatemala y Honduras (Tuthill,
1945; Butler & Trumble, 2012; Pletsch, 1947, Jackson et al., 2009; Crosslin et al., 2012a,b).
A principios de la década de 2000, B. cockerelli invadi6 Nueva Zelanda y se ha extendido por
todo este pais (Gill, 2006; Davidson et al., 2008; Teulon et al., 2009).

El haplotipo C de Lso es transmitido en Europa por Trioza apicalis Forster, el psilido de la
zanahoria, plaga comun de la zanahoria en el norte y Europa Central (Munyaneza et al., 2010b,
2011). T. apicalis es univoltino, con una sola solo una generacion por afio que se produce
durante los meses de verano en los que se alimenta de zanahorias (Hodkinson, 2009). La
siguiente generacion serd la que pase el invierno como adulto en coniferas, preferentemente
en abetos (Picea abies) (Kristoffersen & Anderbrant, 2007).

En los cultivos de Apiaceas de la cuenca Mediterranea. Bactericera trigonica Hodkinson es
el psilido responsable de la transmision de los haplotipos D y E de Lso, donde se encuentra
ampliamente distribuido. B. trigonica tiene dos o tres generaciones al afo, se alimenta de
zanahorias y plantas relacionadas, y los adultos hibernan en arbustos de hoja perenne

(Hodkinson, 2009). Se ha detectado su presencia en la Peninsula y en Canarias, detectando la
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bacteria tanto en el psilido como en las plantas de zanahoria de estas regiones (Font et al.,
1999; Alfaro-Fernandez et al., 2012a,b; Teresani et al., 2015; Antolinez et al., 2019).

B. trigonica, forma junto con Bactericera tremblayi (Wagner, 1961) y Bactericera nigricornis
(Forster) el complejo Bactericera nigricornis Forster (Hodkinson, 1981). Se trata de tres
especies morfologicamente parecidas, con dareas de distribucion superpuestas, que se
caracterizan por la extension posterior del proctiger masculino, la terminalia femenina corta,
la ausencia de espinulas superficiales en el ala anterior, los pequefios conos genales y el tercer
segmento de la antena mas estrecho (Klimaszewski, 1975). B. tremblayi, el psilido de la
cebolla y el puerro, se distribuye en la region mediterrdnea que abarca Espafia (Peninsula y

Canarias), Francia, Grecia, Turquia e Italia, y ha sido reportada en otros paises como Serbia,

Bulgaria, Jordania e Iran (https://gd.eppo.int/taxon/TRIZTE/distribution). Se ha citado su
presencia en especies del género Allium (Hodkinson, 2009), las familias Brassicaeae (Conci
et al, 1996), Apiaceae (Jerini¢-Prodanovi¢, 2006) y Caryophyllaceae (Conci et al, 1996).
Ouvrard & Burckhardt (2012) reportaron esta especie de psilido en diferentes areas agricolas
de cultivo de puerro en Francia y en 2015, Asensio et al. (2019a) detectaron sintomas en este
cultivo asociados con poblaciones elevadas de B. tremblayi en la zona horticola de Castilla y
Leodn. Se trata de una especie que no es capaz de transmitir Lso a zanahoria y a puerro, aunque
si se ha detectado la bacteria en el insecto (Antolinez et al, 2017). B. nigricornis ha sido
reportada en diferentes plantas cultivadas como zanahoria, perejil, patata, remolacha, brassica,
rabano y cebolla (Conci et al, 1996; Hodkinson, 1981; Malumphy et al., 2009) y en plantas
silvestres pertenecientes a las familias Amaranthaceae, Asteraceae, Boraginaceae,
Brassicaceae, Liliaceae, Papaveraceae y Solanaceae (Hodkinson, 1981; Ossiannilsson,
1992; Malumphy et al., 2009). Se trata de una especie que se distribuye principalmente por
Europa y el norte de Africa (Figura 2.1.). Se ha registrado también su presencia en coniferas
durante la hibernacion (Reuter, 1908; Schaefer, 1949). Este nivel de polifagia es excepcional

entre las Psylloidea, que suelen ser especificas de un huésped (Hodkinson, 1974).
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Figura 2.1. Distribucién mundial de B. nigricornis (Ouvrard, D. 2021. Psyl'list - The World Psylloidea
Database. http://www.hemiptera-databases.com/psyllist - acceso 26 de julio 2021 doi:10.5519/0029634)

Las tres especies han sido reportadas en la Peninsula, y en el caso de Canarias, se ha citado la
presencia de B. trigonica 'y B. tremblayi (Teresani et al., 2015). La presencia B. trigonica y de
B. nigricornis ha sido reportada en cultivos de patata y zanahoria, siendo B. trigonica mas

abundante en zanahoria y B. nigricornis en patata (Antolinez et al., 2019).

2.2. Objetivos

Los objetivos del siguiente trabajo fueron:

- Estudiar la dispersion y la abundancia de las especies de psilidos asociadas al cultivo
de la patata en Castilla y Ledn, evaluando la presencia de Lso y ver su potencial como
especies vectores de la bacteria.

- Determinar la incidencia de la enfermedad en las principales zonas productoras de
patata de Castilla y Leon, tanto de siembra como de consumo, mediante la deteccion
de los sintomas de la enfermedad en planta y deteccion de la bacteria por métodos
moleculares.

- Comprobar la presencia del insecto en otras plantas hospedantes y estudiar su relacion

con la bacteria.
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2.3. Material y métodos

2.3.1. Localizacion de los muestreos ocasionales

Entre 2016 y 2018 se realizaron prospecciones ocasionales en parcelas de patata de Castilla y
Ledn de al menos 1 ha, tanto de patata de siembra como para consumo humano.

La dstribucion de los muestreos en la region se encuentra en la Figura 2.2. Las prospecciones
en patata de consumo se realizaron en las provincias de Salamanca, Segovia, Avila y
Valladolid. En Segovia, Avila y Valladolid, el cultivo de la patata comparte espacio con
cultivos de zanahoria y puerro, encontrandose parcelas muy préximas de los tres cultivos. No
es el caso de Salamanca, donde apenas existe superficie agricola de los cultivos horticolas
mencionados.

En el caso de la patata de siembra, las parcelas se localizan en los municipios al norte de las
provincias de Palencia y Burgos. Se trata de zonas aisladas de la patata de consumo, con unas
condiciones para el cultivo idoneas y exentas de plagas y enfermedades.

El mapa con la localizacion de los puntos de muestreo para cada afio aparece en la Figura 2.2.

Figura 2.2. Localizacion de las parcelas prospectadas durante los afios 2016 (cruces de color morado), 2017
(asteriscos de color verde) y 2018 (simbolo de suma azul) en la comunidad de Castilla y Leon.
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2.3.2. Recoleccion del material vegetal en campo

Para el monitoreo de plantas del cultivo de patata se recolectaron veinte plantas por parcela
visitada. Se seleccionaron plantas que presentaran sintomas compatibles con ZC. Si las plantas
no presentaban sintomas, se recogieron plantas sin sintomas aparentes. Cada muestra estuvo
compuesta por tres o cuatro brotes de cada planta, los cuales fueron guardados
individualmente y mantenidos a 4 °C hasta ser sometidos al procedimiento de laboratorio para
la extraccion de ADN.

En el afio 2018 se realizé un monitoreo de plantas silvestres en parcelas de patata de siembra.
Para ello se realizd una prospeccion de las especies silvestres que circundaban las parcelas de
patata, mediante reconocimiento de aquellas hospederas de B. nigricornis citadas en la
bibliografia. Del material reconocido se recogieron igualmente tres o cuatro brotes que se

mantuvieron a 4 °C hasta su extraccion de ADN.

2.3.3. Muestreo de los psilidos asociados al cultivo de la patata y plantas silvestres

El muestreo de psilidos se realizéo mediante manga entomoldgica. Los muestreos se realizaron
con una red de barrido plegable telescopica.

En el cultivo de la patata cada muestra consistid en diez barridos consecutivos en diez puntos
distintos elegidos de forma aleatoria, para obtener un total de diez muestras por parcela y
fecha. El muestreo de las plantas silvestres colindantes se realiz6 mediante barrido de todas
las plantas identificadas como hospedantes y circundantes a la parcela de patata, con una
muestra por parcela y fecha.

Cada muestra se colocd en una bolsa de plastico con cierre hermético y se almacend en el
laboratorio a - 20 °C durante 48 h. A partir de ese momento las muestras se conservaron en
tubos con etanol al 70%, hasta el momento de la identificacion por sexo y especie (Hodkinson,

1981; Ouvrard & Burckhardt, 2012).

2.3.4. Extraccion del ADN y deteccion de Lso en los insectos y material vegetal recogido

Para la extracciéon de ADN en las muestras vegetales se utilizo aproximadamente 0,5 g de
cada muestra vegetal, el cual fue triturado en bolsas de plastico de malla Bioreba. A
continuacion, se anadieron 10 ml del tampodn de extraccion de solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) (NaCl 8 g/ 1; NaH2PO4 2H>0, 0,4 g/ 1; y Na,HPO4 - 12H20, 2,7 g/ 1; pH 7,2)
con un homogeneizador Homex 6 (Bioreba, Suiza). De cada muestra se almacend 1 ml a —20
° C hasta su uso. El ADN se purific6 a partir de 200 pl de extracto vegetal crudo usando una

modificacion del protocolo de bromuro de cetiltrimetil amonio (CTAB) sin B-mercaptoetanol
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(Murray & Thompson, 1980) como se describe en EPPO (2020). El ADN purificado se
conservé a —20 ° C hasta su uso.

Los individuos adultos capturados mediante manga entomoldgica o red de barrido se
analizaron individualmente para la deteccion de la bacteria. La extraccion de ADN se realizd
mediante el protocolo Chelex de un solo paso de Casquet et al. (2012). Cada individuo fue
colocado en un tubo Eppendorf de 1,5 ml separando la cabeza del cuerpo. Se anadieron 10 pl
de Proteinasa K y cada tubo se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente
se afladieron 150 pl de solucidn de resina Chelex 100 al 10% en agua a cada tubo. Los tubos
se sellaron y se incubaron durante la noche a 55°C. La mezcla se centrifugd a 13000 rpm
durante 3 min y se extrajo el sobrenadante. El material utilizado durante la preparacion se
limpi6 y desinfectdé entre muestras. La extraccion se analizd o bien inmediatamente, o se
conservo a -20 °C hasta su uso.

El analisis para la deteccion de Lso se realizo utilizando el PlantPrint Detection Kit por Real
Time PCR (Tagman) descrito por Teresani ef al. (2014). Este Kit utiliza una mezcla con todos
los componentes necesarios para la amplificacion del ADN especifico (polimerasa Taq,
oligonucledtidos, buffer, MgCl, cebadores y sonda TagMan FAM / TAMRA). La mezcla de
PCR se prepard con 9 pl de master mix y 3 pl de ADN total de insectos o planta o tubérculo,
y la amplificacion se realizo mediante un ciclo inicial de 95 ° C durante 10 min y 45 ciclos de
95°C (155s)y64 °C (1 min). Los controles suministrados por el kit de PlantPrint se utilizaron

como controles positivos y negativos.

2.4. Resultados

2.4.1. Inspeccion visual de ZC y analisis de Lso en planta de las principales zonas productoras
de patata de Castilla y Ledn

Se recogieron 660 plantas en 33 localidades; 175 mostraron sintomas como hojas deformadas
(12%), amarillentas (36%), hojas rizadas (22%), hojas moradas (3%), hojas cloroticas (39%),
plantas con tubérculos aéreos (4%) y plantas enanas (28%). Solamente 7 plantas de las 660
analizadas fueron positivas para Lso: 6 plantas con sintomas de tubérculos aereos en la
localidad de Remondo en 2017 y 1 planta sin sintomas aparentes localizada en 2016 en

Lomoviejo (Tabla 2.1.).
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Tabla 2.1. Numero total de plantas sintomaticas y sin sintomas y positivas para Lso en las parcelas de patata
prospectadas en Castilla y Leon durante los afios 2016, 2017 y 2018.

Plantas sintomaticas Plantas sin sintomas

Localidad Provincia Tipo de cultivo Fecha N Lso+ N Lso+
Cabezon de Pisuerga Valladolid  consumo 09/08/2016 3 0 17 0
Cabizuela Avila consumo 07/07/2016 7 0 13 0
Cantalpino Salamanca  consumo 28/07/2016 19 0 1 0
Cogeces de Iscar Valladolid consumo 28/06/2016 13 0 7 0
Escalona del Prado Segovia consumo 30/06/2016 19 0 1 0
iscar Valladolid ~ consumo 28/06/2016 10 0 10 0
Lomoviejo Valladolid consumo 09/08/2016 0 - 20 1
Mozoncillo Segovia consumo 30/06/2016 7 0 13 0
Nava de Arévalo Avila consumo 07/07/2016 13 0 7 0
Pedrajas de San Esteban Valladolid  consumo 28/06/2016 17 0 3 0
Pedrosillo de los Aires Salamanca  consumo 28/07/2016 17 0 3 0
Quintanilla del agua Burgos consumo 21/07/2016 19 0 1 0
Tordomar Burgos consumo 21/07/2016 0 - 20 0
Torregutiérrez Segovia consumo 30/06/2016 10 0 10 0
Velascalvaro Valladolid ~ consumo 09/08/2016 4 0 16 0
Vinaderos Avila consumo 07/07/2016 11 0 9 0
Remondo Segovia consumo 01/08/2017 6 6 14 0
Chatin Segovia consumo 01/08/2017 0 - 20 0
Cogeces de Iscar Valladolid consumo 01/08/2017 0 - 20 0
Villallano Palencia siembra 17/08/2017 0 - 20 0
Santa M* de Mave Palencia siembra 17/08/2017 0 - 20 0
Becerril de Carpio Palencia siembra 17/08/2017 0 - 20 0
Castresana de Losa Burgos siembra 03/08/2017 0 - 20 0
Dobro Burgos siembra 03/08/2017 0 - 20 0
Fuencaliente de Valdelucio  Burgos siembra 17/08/2017 0 - 20 0
Fuenteurbel Burgos siembra 03/08/2017 0 - 20 0
Remondo Segovia consumo 12/07/2018 0 - 20 0
Chaiie Segovia consumo 12/07/2018 0 - 20 0
Cogeces de Iscar Valladolid  consumo 12/07/2018 0 - 20 0
Campo de Cuéllar Segovia consumo 24/07/2018 0 - 20 0
Basconcillos del Tozo Burgos siembra 21/08/2018 0 - 20 0
Villarén de Valdivia Palencia siembra 21/08/2018 0 - 20 0
Santa M* Mave Palencia siembra 21/08/2018 0 - 20 0

N total 175 6 485 1

% plantas Lso+ 1,06

2.4.2. Resultados de la evaluacion de plantas silvestres

En la tabla 2.2. se muestran los resultados obtenidos en el barrido realizado con manga
entomoldgica en las especies silvestres encontradas en campos de cultivo de patata de siembra.
Se encontraron 25 ejemplares de psilidos, de los cuales solo uno de ellos resulto B. nigricornis.
El resto de individuos encontrados fueron especies de psilidos no identificadas como

potenciales vectores de la bacteria.
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Tabla 2.2. Numero de psilidos encontrados en el barrido realizado con manga entomoloégica en las especies
silvestres en campos de cultivo de patata de siembra en 2018.

Localidad Provincia Fecha B. nigricornis  Otros psilidos
Basconcillos del Tozo Burgos 21/08/2018 0 1
Villarén de Valdivia Palencia 21/08/2018 0 3

Santa M* Mave Palencia 21/08/2018 1 20

El nimero de plantas silvestres hospederas de B. nigricornis encontradas en las parcelas fue
testimonial (Tabla 2.3.); Conium maculatum L. (Apiaceae) fue la especie que aparecid con
mas frecuencia, encontrandola en las tres parcelas evaluadas. En los resultados obtenidos en

el andlisis de Lso ninguna planta silvestre fue positiva.

Tabla 2.3. Plantas silvestres identificadas, nimero de ejemplares encontrados y deteccion de Lso, en las
prospecciones realizadas en las lindes de campos de cultivo de patata de siembra en 2018.

Localidad Provincia  Fecha Planta silvestre N +Lso
Villarén de Valdivia  Palencia  21/08/2018 Sinapis arvensis 3 0
Villarén de Valdivia  Palencia  21/08/2018 Cirsium arvense 1 0
Villarén de Valdivia  Palencia  21/08/2018 Epilobium hirsutum 1 0
Villarén de Valdivia  Palencia  21/08/2018 Veronica officinalis 1 0
Villarén de Valdivia  Palencia  21/08/2018 Conium maculatum 4 0
Villarén de Valdivia  Palencia  21/08/2018 Pastinaca sativa 2 0
Santa M* Mave Palencia  21/08/2018  Solanum physalifolium 4 0
Santa M* Mave Palencia  21/08/2018 Solanum dulcamara 2 0
Santa M* Mave Palencia  21/08/2018 Eryngium campestre 1 0
Santa M* Mave Palencia  21/08/2018 Daucus carota 1 0
Santa M* Mave Palencia  21/08/2018 Sinapis arvensis 1 0
Santa M* Mave Palencia  21/08/2018 Conium maculatum 1 0
Santa M* Mave Palencia  21/08/2018 Senecio vulgaris 1 0
Basconcillos del Tozo Burgos 21/08/2018 Ligusticum lucidum 1 0
Basconcillos del Tozo Burgos 21/08/2018 Daucus carota 1 0
Basconcillos del Tozo Burgos 21/08/2018 Conium maculatum 1 0
Basconcillos del Tozo Burgos 21/08/2018 Pastinaca sativa 2 0

2.4.3. Identificacion, abundancia y determinacion de la bacteria Lso de las especies de psilidos
asociadas al cultivo de la patata en Castilla y Leon

Se capturaron 600 especimenes adultos del género Bactericera spp. en 29 de las 33 parcelas
visitadas (Tabla 2.4.). El 98 % de los psilidos capturados con la manga entomoldgica se
identificaron como B. nigricornis. El nimero de ejemplares capturados de las especies B.
trigonica y B. tremblayi fue minimo, y se capturaron en cuatro parcelas de patata ubicadas en
la provincia de Segovia (Mozoncillo, Cogeces de fscar, Chatin y Remondo), donde se

encuentran la mayoria de cultivos de zanahoria y puerro en Castilla y Leon.
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La media de psilidos adultos de B. nigricornis capturados vari6 entre 0,01 (£ 0,03)
insectos/mangueo (Quintanilla del Agua y Cabezén de Pisuerga) y 0,47 (= 0,18
Torregutiérrez; y + 0,13 Villallano), excepto una parcela ubicada en Campo de Cuéllar
(Segovia) que mostrd un mayor namero de insectos/ mangueo (2,26 + 0,73).

En cuanto a la captura de individuos por género, el nuimero de hembras de B. nigricornis
capturado fue mayor, con un 68% de las capturas.

Los especimenes de B. nigricornis capturados mostraron una carga baja de Lso: solo 12 de

590 individuos analizados fueron positivos para Lso.
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Tabla 2.4. Media, nimero de machos y hembras y porcentaje de Lso en psilidos adultos capturados por red de barrido en las capturas ocasionales realizadas en campos de patata
en diferentes areas de produccion de Castilla y Ledn en 2016, 2017 y 2018.

B. trigonica B. nigricornis B. tremblayi
insectos/mangueo & @ insectos/mangueo & @ insectos/mangueo & @
+
Localidad Provincia _ Cultivo Fecha Promedio Desst N +Lso N +Lso | Promedio Desst N Lso N +Lso Promedio Desst N +Lso N +Lso

Cogeces de fscar Valladolid consumo  28/06/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,19 0,19 9 0 10 0 0,00 0,00 0 - 0 -
fscar Valladolid consumo  28/06/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,31 0,44 0 - 14 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Pedrajas de San Esteban  Valladolid consumo 28/06/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,04 0,13 0 - 4 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Mozoncillo Segovia consumo  30/06/2016 0,01 0,03 1 0 0 - 0,34 0,22 18 6 16 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Escalona del Prado Segovia consumo  30/06/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,00 0,00 0 - 0 - 0,00 0,00 0 - 0 -
Torregutiérrez Segovia consumo  30/06/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,47 0,18 14 0 33 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Vinaderos Avila consumo 07/07/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,04 0,07 0 - 4 2 0,00 0,00 0 - 0 -
Nava de Arévalo Avila consumo  07/07/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,02 0,04 2 0 0 - 0,00 0,00 0 - 0 -
Cabizuela Avila consumo  07/07/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,00 0,00 0 - 0 - 0,00 0,00 0 - 0 -
Quintanilla del Agua Burgos consumo 21/07/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,01 0,03 0 - 1 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Tordomar Burgos consumo 21/07/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,04 0,07 0 - 4 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Cantalpino Salamanca consumo 28/07/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,02 0,06 0 - 2 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Pedrosillo del los Aires  Salamanca consumo 28/07/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,07 0,13 3 0 4 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Lomoviejo Valladolid  consumo  09/08/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,05 0,16 2 - 3 - 0,00 0,00 0 - 0 -
Velascalvaro Valladolid consumo  09/08/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,10 0,32 3 0 7 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Cabezon de Pisuerga Valladolid consumo 09/08/2016 0,00 0,00 0 - 0 - 0,01 0,03 0 0 1 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Cogeces de fscar Segovia consumo 01/08/2017 0,03 0,05 0 - 3 1 0,22 0,20 10 0 12 0 0,04 0,07 0 - 2 0
Remondo Segovia consumo 01/08/2017 0,00 0,00 0 - 0 - 0,05 0,05 1 0 4 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Chatin Segovia consumo  01/08/2017 0,02 0,04 1 0 1 1 0,04 0,05 3 0 2 0 0,02 0,04 0 - 1 0
Fuenteurbel Burgos siembra  03/08/2017 0,00 0,00 0 - 0 - 0,07 0,08 0 - 7 1 0,00 0,00 0 - 0 -
Castresana Burgos siembra  03/08/2017 0,00 0,00 0 - 0 - 0,00 0,00 0 - 0 - 0,00 0,00 0 - 0 -
Dobro Burgos siembra  03/08/2017 0,00 0,00 0 - 0 - 0,00 0,00 0 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Santa M* de Mave Palencia siembra  17/08/2017 0,00 0,00 0 - 0 - 0,27 0,25 11 0 16 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Villallano Palencia siembra  17/08/2017 0,00 0,00 0 - 0 - 0,47 0,13 18 0 29 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Fuencaliente de

Valdelucio Burgos siembra  17/08/2017 0,00 0,00 0 - 0 - 0,19 0,19 4 0 15 1 0,00 0,00 0 - 0 -
Becerril de Carpio Palencia consumo 17/08/2017 0,00 0,00 0 - 0 - 0,04 0,07 3 1 1 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Chaie Segovia consumo  12/07/2018 0,00 0,00 0 - 0 - 0,16 0,16 4 0 12 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Cogeces de fscar Valladolid consumo  12/07/2018 0,00 0,00 0 - 0 - 0,03 0,05 0 - 3 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Remondo Segovia consumo  12/07/2018 0,00 0,00 0 - 0 - 0,27 0,25 6 0 21 0 0,02 0,04 0 - 1 0
Campo de Cuéllar Segovia consumo 24/07/2018 0,00 0,00 0 - 0 - 2,26 0,73 66 1 160 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Mave Palencia siembra  21/08/2018 0,00 0,00 0 - 0 - 0,18 0,28 5 0 13 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Basconcillos del Tozo Burgos siembra  21/08/2018 0,00 0,00 0 - 0 - 0,07 0,11 2 0 5 0 0,00 0,00 0 - 0 -
Villarén de Valdivia Palencia siembra  21/08/2018 0,00 0,00 0 - 0 - 0,03 0,07 2 0 1 0 0,00 0,00 0 - 0 -

S Neotal | 20 A2 186840440040
e YelLsoporgémero | _ _____________________ 000 5000 | 430 1S . 2000
% Lso por especie 33,3 2,03 0,00
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2.5. Discusion

ZC es un problema de gran importancia en el cultivo de la patata en aquellas zonas donde B.
cockerelli esta ampliamente distribuido, ya que se trata de un vector muy eficiente en este
cultivo (Munyaneza, 2015). Debido a que Castilla y Leon tiene una importante superficie de
patata de consumo, siendo la principal comunidad productora de patata tardia de Espaiia, si se
produjese una situacion similar a la que se produce en zonas donde aparece B. cockerelli en
patata, provocaria graves pérdidas econdmicas a los agricultores de este cultivo en la
comunidad. Existe ademas el agravante de que se trata de una de las pocas comunidades
productoras de patata de siembra lo que permitiria una mayor distribucion de Lso, ya que se ha
reportado trasmision a través de los tubérculos de siembra (Secor et al., 2009). En el analisis de
muestras positivas de Lso encontradas por Palomo et al. (2014) se puso de manifiesto la
importancia de conocer la etiologia y epidemiologia de ZC en el cultivo de la patata en Castilla
y Ledn, de modo que permitiese desarrollar estrategias para frenar el avance del insecto y la
bacteria, en el caso que fuese necesario.

La mayor parte de los sintomas descritos en los muestreos realizados en las plantas de patata
son muy inespecificos, encontrando muchas plantas con sintomas, y, sin embargo, muy pocas
plantas positivas a Lso. Los tubérculos aéreos encontrados en plantas de una sola parcela, si
resultaron sintomas caracteristicos de la enfermedad, ya que todas las plantas con esos sintomas
resultaron portadoras de Lso. Se localizé una planta sin sintomas de ZC pero positiva para Lso,
es decir, existe la posibilidad también de que haya plantas infectadas sin sintomas como ha
ocurrido en otras zonas de produccion en Europa (Haapalainen et al., 2018a). El numero de
plantas localizadas con sintomas caracteristicos y positivas a Lso ha resultado tan baja, que
podemos decir que la incidencia de la enfermedad en cultivos de patata en Castilla y Ledn puede
considerarse minima.

No se ha encontrado ningin ejemplar de B. cockerelli, por lo tanto, parece que tienen que ser
otros vectores los responsables de la transmision tal y como ya ha sido sugerido (Antolinez et
al., 2019). La especie mayormente encontrada ha sido B. nigricornis, que tiene habitos
polifagos. Segun la base del Museo de Historia Natural de Londres (Ouvrard, 2021), las
especies herbaceas donde se ha registrado la presencia de B. nigricornis son Allium cepa L.
(Aspargales, Amaryllidaceae), Ambrosia artemisiifolia L. (Asterales, Asteraceae),
Brassica L. (Brassicales, Brassicaceae), Brassica chinensis L. (Brassicales, Brassicaceae),
Cirsium arvense (L.) Scop. (Asterales, Asteraceae), Daucus carota L. (Apiales, Apiaceae),

Senecio vulgaris L. (Asterales, Asteraceae), Solanum L. (Solanales, Solanaceae) y Solanum
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tuberosum L. (Solanales, Solanaceae). La presencia de otras especies proximas como B.
trigonica y de B. tremblayi ha sido testimonial, encontrandose principalmente en zonas de
cultivo donde la patata comparte distribucion geografica con la zanahoria y el puerro. Segun
los estudios realizados sobre transmision de Lso por B. trigonica en ensayos sin eleccion de
cultivo con distintas especies horticolas, el porcentaje maximo de plantas de patata infectadas
por B. trigonica fue tan solo del 3 % (Antolinez et al., 2017). Teniendo en cuenta este
porcentaje, y la presencia de esta especie en el cultivo de patata, no parece que B. trigonica sea
la especie responsable de trasmitir Lso de la zanahoria a la patata (Antolinez et al., 2019).

B. nigricornis se ha encontrado ampliamente distribuida en el cultivo de patata de Castilla y
Leodn, ya que solo en cuatro de las parcelas visitadas no se capturd ningin individuo. Los
resultados de las capturas realizados en las lindes, en los que solo se capturd un individuo de B.
nigricornis, sugieren, que, a pesar de tratarse de una especie con habitos polifagos, existe una
preferencia por la patata cuando este cultivo se encuentra en el campo (Fathi et al., 2008).

Los niveles de capturas fueron bajos, similares a los reportados por Antolinez et al. (2019) para
la patata en Espafia. Sin embargo, no ocurre asi con el nimero de psilidos capturados en cultivos
como zanahoria o apio en Europa (Teresani et al., 2015, Antolinez et al., 2019) o patata en EE.
UU. (Munyaneza et al., 2009c), donde las capturas de estas especies son mucho mayores

En estudios realizados en B. cockerelli en los EE.UU. (Goolsby et al., 2012), se encontré que
menos del 10% de la poblacion de campo de portaba Lso. Por el contrario, la proporcion de la
poblacion de T. apicalis que albergaba Lso en Finlandia era del 61% al 67% (Munyaneza et al.,
2011; Nissinen et al., 2014). En ambos casos, los dafios causados por Lso en esos cultivos son
muy cuantiosos aun tratdndose de haplotipos de Lso y huéspedes diferentes. Los datos sugieren
que T. apicalis puede ser un vector de Lso menos eficiente que B. cockerelli, ya que la cantidad
de bacteria requerida para la infeccion de la planta y el inicio del desarrollo de la enfermedad
es mayor (Nissinen et al., 2014). El porcentaje de individuos de B. nigricornis portadores de la
bacteria ha resultado muy baja en nuestro estudio, siendo del 2% en el total de la especie, y del
4% en los machos y del 1% en las hembras. A pesar de que se desconoce la eficiencia en la
transmision de la bacteria de B. nigricornis, tanto las bajas capturas como la escasa presencia
de Lso en los insectos explicarian la dificultad de encontrar ZC en los cultivos de patata de
Castilla y Leon.

Un mayor numero de hembras que de machos podria influir en la eficacia de la transmision de
Lso. Estudios realizados en B. trigonica demuestran que el porcentaje de transmision no se ve
afectado por el sexo del vector (Antolinez et al., 2016), y los porcentajes de transmision de Lso

encontrados son similares para machos y hembras en el caso de 7. apicalis (Nissinen et al.,
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2014). Sin embargo, si existe una interaccion significativa entre el sexo, la cantidad de Lso y
los dafos ocasionados en las plantas. Las hembras, con mayores requerimientos nutricionales
que los machos, aumentan el tiempo dedicado a la alimentacidon y también aumenta el tiempo
durante el cual las hembras pueden adquirir y transmitir mas cantidad de bacteria a las células
del floema causando un dafio superior en las plantas (Nissinen et al., 2014).

A pesar de encontrarse algin ejemplar de B. nigricornis positivo a Lso en las zonas de patata
de siembra, donde no hay cultivo de zanahoria préximo, la adquisicion de la bacteria no parece
ser que provenga de plantas silvestres. Tres de las especies encontradas han sido reportadas
como plantas huéspedes de la bacteria: Daucus carota (Munyaneza et al., 2012c,d; Teresani et
al., 2014), Pastinaca sativa (Hajri et al., 2017) y Solanum dulcamara (Cooper et al., 2019),
aunque el numero de ejemplares encontrados y analizados ha sido testimonial. Cabe la
posibilidad, teniendo en cuenta la dispersion de los psilidos que pueden recorrer grandes
distancias por el viento (White 1970; Ashmole & Ashmole 1988), de que estos individuos
provengan de zonas de patata de consumo, donde la zanahoria estd asociada en muchos casos
al cultivo de la patata, lo que explicaria la presencia de la bacteria en los individuos de B.

nigricornis recogidos en los muestreos ocasionales de las parcelas de patata de siembra.

2.6. Conclusiones

B. nigricornis es el psilido mayormente distribuido en el cultivo de la patata de Castilla y Leon,
apareciendo tanto en las zonas de patata de consumo como de siembra. Sin embargo, hay muy
pocas plantas en las que se haya detectado la bacteria y muy pocos insectos portadores, lo que
sugiere que ZC no es un problema grave. Considerando la proximidad de cultivos de patata a
zanahoria en areas de produccion, B. nigricornis adquiriria la bacteria en zanahoria para
posteriormente transmitirla a la patata. Por tanto, seria necesario estudiar si B. nigricornis es

capaz de trasmitir Lso de zanahoria a patata y si esa transmision es muy eficaz.
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Capitulo 3: Dinamica poblacional de los psilidos presentes en el cultivo de la patata de

Castilla y Leon

Resumen

Zebra Chip es un problema de gran importancia en el cultivo de la patata en aquellas zonas
donde Bactericera cockerelli esta ampliamente distribuido. Teniendo en cuenta que si se ha
detectado el patdgeno que provoca esta enfermedad en tubérculos de cosecha en Castilla y
Leon, es importante qué psilidos se encuentran en este cultivo en esta comunidad y pueden ser
posibles vectores de Lso. Ademas de identificar las posibles especies vectores, los objetivos
planteados fueron estudiar en qué momentos del cultivo la poblacion aparece y con qué
abundancia, ademas del riesgo que pueden suponer como especies transmisoras de Lso. Para
ello se realizod el seguimiento periddico de parcelas de patata utilizando distintos tipos de
monitoreo, para posteriormente identificar las especies presentes y realizar el analisis para la
deteccion de Lso en los insectos capturados. Al igual que en los muestreos ocasionales
realizados en parcelas de la region de Castilla y Ledn (capitulo 2), de nuevo, la especie de
psilido que se encontr6 con mayor frecuencia en los cultivos de patata fue Bactericera
nigricornis, tanto en los muestreos realizados en trampa Irwin como en las capturas con manga
entomoldgica. La mayor parte de las capturas de B. nigricornis se producen entre los meses de
junio y agosto, cuando el cultivo de la patata presenta mayor follaje. El pico poblacional
maximo reportado en este estudio en los muestreos realizados con manga entomologica fue de
0,73 insectos/mangueo durante la campafia de 2018 en la localidad de Zamaduenas. En esta
localidad se pudo constatar la existencia de la una poblacion estable de psilidos de patata, que
teniendo en cuenta las ninfas que habian evolucionado en el laboratorio, se traté de B.
nigricornis. La parte mas joven y mas expuesta de la planta de patata es la que presenta un
nimero mayor de formas inmaduras mas juveniles (huevos y ninfas N1-N2). El porcentaje de
B. nigricornis portadores de Lso encontrado fue del 3,01 %, porcentaje bajo si comparamos
este porcentaje con otros psilidos vectores de esta bacteria.

Los niveles poblacionales encontrados de B. nigricornis no parecen suficientes para ser
considerada plaga, y el nimero de individuos portadores de Lso es relativamente bajo como

para que ZC sea un problema que cause dafios reales en este cultivo

Palabras clave: Bactericera spp., Candidatus Liberibacter solacearum (Lso), Zebra Chip (ZC),

manga entomologica, trampas, huevos, ninfas.
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3.1. Introduccion

El clima es un elemento decisivo en la biologia de los psilidos, principalmente la temperatura,
la cual afecta a su presencia y desarrollo en los cultivos, afectando al nimero de generaciones,
y en el potencial de dafio que provocan en estos (Hodkinson, 2009).

Bactericera cockerelli (Sulc), vector de Lso en el cultivo de la patata, el periodo de duracion
promedio de huevo a ninfa en patata es de 5,5 dias, alcanzando el estado de adulto en 27 dias
(Caudillo, 2010)., completando una sola generacion entre tres y cinco semanas, segun las
condiciones de temperatura (Munyaneza et al., 2012a). El desarrollo 6ptimo se produce a los
27 °C; mientras que la oviposicion, eclosion, desarrollo y supervivencia se retardan o reducen
a 32 °C, y cesan a partir de 35 °C (Munyaneza, 2012a), las mismas que son favorables a Lso y
al desarrollo de los sintomas de ZC. En el campo, la llegada de adultos de B. cockerelli a las
plantas de patata del noroeste de Nuevo México se produce cuando la temperatura del aire
promedio es superior a 15 °C, con picos de poblacion alrededor de 25 °C, que suele ocurrir entre
los meses de junio y septiembre (Djaman et al., 2019). Sin embargo, los adultos y las ninfas B.
cockerelli son muy tolerantes al frio. Las ninfas sobreviven a la exposicion a temperaturas de -
15 °C y el 50% de los adultos sobreviven a la exposicion a -10 °C durante 24 horas (Henne et
al.,2010b).

Trioza apicalis Forster es univoltino, con una sola solo una generacion por afio que se produce
durante los meses de verano en los que se alimenta de zanahorias (Hodkinson, 2009). La
siguiente generacion serd la que pase el invierno como adulto en coniferas, preferentemente en
abetos (Picea abies) (Kristoffersen & Anderbrant, 2007). En estudios realizados en 7. apicalis
por Nissinen et al. (2020) se observo que en solo seis semanas desde que se inicia el vuelo del
psilido se alcanzd el pico poblacional, lo que sugiere que las altas temperaturas en el mes de
julio, momento en el que se encuentra el cultivo de la zanahoria en campo, aceleran el desarrollo
de las ninfas y se solapan los vuelos de distintas generaciones. Se trata de especies que una vez
que invaden un area, si las condiciones climaticas son favorables, la oviposicion prolongada de
los adultos hace que las generaciones se superpongan lo que dificulta la distincion entre
generaciones (Pletsch, 1947, Wallis, 1955).

En estudios realizados en cultivo de zanahoria en zonas horticolas espafiolas, los picos maximos
de poblacion de B. trigonica se produjeron durante los meses de junio a octubre, cuando las
temperaturas medias son mas altas en estas regiones (Antolinez et al., 2019).

Existen estudios preliminares del ciclo de vida y la biologia reproductiva del complejo
“Bactericera nigricornis (Forster)” (Hodkinson, 1981; Ouvrard & Burckhardt, 2012), que

comprende las especies B. tremblayi (Wagner), B. nigricornis (Forster) y B. trigonica

39



Hodkinson. En condiciones aisladas, de 21 °C, 60 % de humedad y fotoperiodo de 14:10, B.
tremblayi en plantas de puerro tiene una supervivencia de adultos de 33 dias en las hembras y
40 dias en los machos y una sex ratio de 1:1, y el nimero medio de huevos por hembra es de
625 con una supervivencia del 90 %, completando el ciclo bioldgico en 25 dias (Kazemi ef al.,
2008). Las hembras de B. trigonica en plantas de zanahoria, a 25 °C, 70 % de humedad y
fotoperiodo de 16:8, tienen una supervivencia media de 23 dias, y los machos de 21 dias con
una sex-ratio de 1:2; el nimero medio de huevos por hembra es 194, con una tasa de
supervivencia del 73 %, completandose el ciclo biologico en 20 dias (Bastin et al., 2015). Por
ultimo, estudios realizados por Fathi ef al. (2011) en B. nigricornis sobre cuatro cultivares de
patata, a 25 °C, con un 60 % de humedad y fotoperiodo 12:12, indican que esta especie completa
su ciclo biologico entre 25 y 29 dias, el promedio de huevos por hembra oscila entre 47 y 63
huevos, la longevidad de los adultos en machos esta entre 13 y 16 dias y de hembras entre 21 y
23 dias, con una sex ratio entre 1:1,2 y 1:2.

Las horas de luz diarias parece que también afectan a los niveles de poblacion de los psilidos.
Rygg (1977) encontro6 en T. apicalis que la correlacion positiva entre las capturas de trampas y
las horas de luz solar era mas fuerte en septiembre que en verano, a pesar de que las
temperaturas son mas bajas. Valterova et al. (1997) mostraron que cuando la duracion del dia
es menor es cuando suele comenzar a surgir la nueva generacion de 7. apicalis. Este factor esta
ademas relacionado con la migracion, ya que en la mayoria de las especies migratorias esta
ocurre antes de la reproduccion (Gatehouse, 1997).

En cuanto a los métodos de monitoreo de estas especies, se han utilizado varios métodos para
la deteccion y el seguimiento de las poblaciones de psilidos, como trampas de succion, muestreo
de plantas por vacio, muestreo con redes de barrido, inspeccion visual de material vegetal,
trampas de agua horizontales (trampas Irwin) y trampas pegajosas de colores.

Las trampas de succion y los muestreos de plantas por vacio no han sido efectivos para detectar
y muestrear B. cockerelli (Cranshaw, 1994; Goolsby et al., 2007a,b). Sin embargo, las redes de
barrido y las trampas adhesivas se han utilizado ampliamente (Pletsch, 1947; Cranshaw, 1994;
Goolsby et al., 2007a,b; Munyaneza et al., 2009¢; Djaman et al. 2019). Estos dos métodos
también se han utilizado para B. trigonica y B. nigricornis (Ben Othnmen et al., 2019; Antolinez
etal., 2019).

Las trampas de agua horizontales de color verde (Irwin, 1980) son eficaces para atrapar a los
primeros inmigrantes en el caso de afidos (Rygg, 1977) y para determinar qué especies se posan

sobre el cultivo en busca de plantas hospederas. Este tipo de trampa fue utilizada por Antolinez
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et al. (2019) para determinar qué especies de psilidos se posaban en los cultivos de zanahoria y
patata.

Por ultimo, la inspeccion visual de plantas proporciona informacion detallada sobre la densidad
de poblacion de la plaga, asi como la capacidad del psilido de completar su ciclo en el cultivo.
Se ha utilizado para B. cockerelli (Cranshaw & Hein, 2004; Goolsby et al., 2007a,b) B.
trigonica (Ben Othmen et al., 2018; Antolinez et al., 2019) y B. nigricornis (Ben Othmen et
al., 2019). La inspeccion visual permite la observacion de las formas inmaduras en el cultivo:
huevos y ninfas (Figura 3.1.). Generalmente los huevos son depositados en el envés o margenes
de las hojas y se localizan en el follaje mas tierno de la planta. En general, los estadios ninfales
son de coloraciones verdoso-amarillento brillantes. El cambio més evidente entre los estadios
ninfales es el tamafio y color, desarrollo de los primordios alares e incremento de las glandulas

de cera en el margen de su cuerpo (Caudillo, 2010).

Huevo N1 N1 N2 N3 N4 N5 N5

Figura 3.1. Formas inmaduras de Bactericera trigonica: huevo y estadios ninfales: ninfas N1, N2, N3, N4 y N5

(ICIA)

3.2. Objetivos

La aparicion de una o varias especies de psilidos portadores de Lso que utilizasen la patata
como huésped para completar su desarrollo, supondria un grave riesgo en este cultivo en
Castilla y Leon por la posible dispersion de la enfermedad conocida como ‘Zebra Chip’. Por
tanto, es necesario conocer qué psilidos se encuentran en este cultivo, estudiar en qué momentos
del cultivo la poblacion aparece y con qué abundancia, a través de su dindmica poblacional,
ademads del riesgo que pueden suponer como transmisores de Lso. Para ello se realizd el
seguimiento de parcelas de patata utilizando distintos tipos de monitoreo que permitieran
identificar y cuantificar a estos insectos en distintos momentos del cultivo, se identificaron las
especies presentes y se realizaron analisis para la deteccion de Lso sobre los propios insectos

capturados.
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3.3. Material y métodos

3.3.1. Localizacion de las parcelas de patata para el monitoreo de psilidos.

Las localidades seleccionadas para el monitoreo de los psilidos, fueron Zamaduenas
(Valladolid), zona tradicional del cultivo de patata, y Gomezserracin (Segovia), situada en la
zona de tradicion horticola de Castilla y Leon, que tenia colindantes parcelas de zanahoria y
puerro. Los datos de siembra y cosecha de cada una de las parcelas aparecen en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Localizacion de las parcelas de patata donde se realizo el monitoreo de los psilidos durante las campaiias
2016, 2017 y 2018.

Afio Localidad Provincia Superficie (ha) Siembra Cosecha
2016 Gomezserracin Segovia 1,10 19 de mayo Octubre
2016 Zamaduefias Valladolid 0,14 14 de abril 20 de septiembre
2017 Zamaduefias Valladolid 0,15 5 de abril 22 de septiembre
2018 Zamaduenas Valladolid 0,21 3 de mayo 24 de septiembre

3.3.2. Estudio de la dinamica poblacional de psilidos mediante el uso de trampas adhesivas
amarillas.

El monitoreo realizado mediante trampas amarillas se realizd en el afio 2016 en las dos
localidades de estudio: Gomezserracin y Zamaduenas. En cada parcela se dispusieron 9 trampas
amarillas adhesivas, en forma de rejilla de de 3 x 3 con distancia entre los puntos de 10 m de
lado (Figura 3.2.). Estas trampas eran pegajosas por ambos lados, de 25 cm de alto por 10 cm
de ancho, y se colocaron a 0,5 m sobre el suelo en una estaca de madera para la captura de
adultos de psilidos. El muestreo se realizo desde el momento de emergencia de las plantas hasta
la senescencia de las mismas. Las trampas se recogieron con una periodicidad de 7-10 dias y se
observaron psilidos en las trampas adhesivas bajo lupa binocular, contando el nimero de

individuos del género Bactericera spp.
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Figura 3.2. Trampa adhesiva amarilla
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3.3.3. Estudio de la dinamica poblacional de psilidos mediante el uso de trampas Irwin.

Durante los afios 2017 y 2018 se dispuso de una trampa de agua horizontal de color verde
(trampa Irwin) en un cultivo de patata de la localidad de Zamaduefias (Valladolid). Se utilizo
una trampa de metacrilato (16,5 x 16,5 x 4,5 cm) con una loseta de ceramica de color verde
(15,5 x 15,5 cm) dentro del contenedor (Cambridge 815 de Cambridge tile C., PO Box 15071,
Cincinnati, OH 46215, EE. UU.) (Figura 3.3.). El interior de la trampa de metacrilato se lleno
de una solucion al 50 % de etilenglicol en agua. La trampa se coloco a la altura de la planta
(Antolinez et al., 2019). La recogida de insectos se realizo cada 7-10 dias. Los insectos

recolectados se conservaron en etanol al 70 % hasta su identificacion en lupa binocular,

&

D D

Figura 3.3. Trampa de agua horizontal de color verde (trampa Irwin)

3.3.4. Estudio de la dindmica poblacional de psilidos mediante el empleo de manga
entomologica

Durante el afio 2016 en la localidad de Gomezserracin (Segovia) y durante las campafias 2016,
2017 y 2018 en la localidad de Zamaduenas (Valladolid), se procedio al muestreo de adultos
mediante manga entomologica (Figura 3.4.). Los muestreos se realizaron con una manga
entomoldgica plegable telescopica cada 7-10 dias. Cada muestra consistié en diez barridos
consecutivos en diez puntos diferentes, para obtener un total de diez muestras por campo y
fecha. Cada muestra se colocé en una bolsa de plastico con cierre hermético y se almaceno en
el laboratorio a -20 °C durante 48 h. A partir de ese momento las muestras se conservaron en
tubos con etanol al 70 %, hasta el momento de su identificacion por sexo y especie (Hodkinson,

1981; Ouvrard & Burckhardt, 2012).
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Figura 3.4. Muestreo mediante manga entomologica en campo.

3.3.5. Estudio de la presencia de las formas inmaduras de psilidos en la planta.

Durante el afio 2016 se realizo una inspeccion visual de plantas para la evaluacion de las etapas
de desarrollo de los psilidos en las dos localidades: Zamaduenas (Valladolid) y Gomezserracin
(Segovia). La inspeccion visual de las plantas se realizd cada 7-10 dias, para detectar la
presencia de huevos y ninfas de psilidos en 20 plantas. La inspeccion se llevo a cabo desde la
emergencia de las plantas hasta el momento de la senescencia. En cada fecha de observacion se
seleccionaron al azar 20 plantas en la parcela, y se contd el nimero de huevos y ninfas
encontrados en cada planta.

Durante el mes de julio se recogieron 17 ninfas de los estadios N4 y N5 con brotes de la planta,
fueron introducidas en tubos plasticos y mantenidas en el laboratorio para permitir su desarrollo
en condiciones ambientales controladas. Los adultos de psilidos que evolucionaron en

laboratorio a partir de plantas de patata se identificaron hasta nivel de especie.

3.3.6. Evaluacion de la distribucion de las formas inmaduras dentro de la planta

Entre el 27 de julio y el 17 de agosto de 2016, una vez que se habia puesto de manifiesto que
existia una poblacion de psilidos estable dentro de la parcela de la localidad de Zamaduefias
(Valladolid), se evalu6 la distribucion y preferencia de las formas inmaduras dentro de las
plantas. El muestreo se realizé en 20 plantas de cinco variedades de patata: Agria, Baraka,
Kennebec, Red Pontiac y Spunta. En cada planta se seleccionaron tres hojas, del tercio superior
(hoja joven), del tercio medio y del tercio inferior (hoja mas vieja), contabilizando en cada una
de ellas los huevos, ninfas N1-N2 y ninfas N3-NS5.

Para el tratamiento de los datos se realizo el analisis de la varianza mediante el programa R

(http://cran.r-project.org/), estudiando los factores: variedad y hoja en las variables huevos,
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ninfas N1-N2 y N3-N5. La separacion de medias para cada factor estudiado se hizo mediante

la prueba HSD de Tukey con un nivel de significacion del 5%.

3.3.7. Extraccion de ADN en psilidos y deteccion de Lso

Los individuos adultos capturados mediante manga entomoldgica y trampa Irwin se analizaron
individualmente para la deteccion de la bacteria (Figura 3.5.). La extraccion de ADN se realizd
mediante el protocolo Chelex de un solo paso segun Casquet et al. (2012).

El anélisis para la deteccion de Lso se realizo utilizando el PlantPrint Detection Kit por Real
Time PCR (Tagman) que usa condiciones, cebadores y sondas descritos por Teresani et al.

(2014).

5
i
Figura 3.5. Extraccion de ADN de los psilidos capturados

3.4. Resultados

3.3.1. Dinamica poblacional de psilidos mediante el uso de trampas adhesivas amarillas

Los insectos recogidos en las trampas amarillas solo pudieron identificarse a nivel de género,
no distinguiendo entre las tres especies del complejo Bactericera nigricornis Foster. Las
capturas con este tipo de muestreo fueron las mas altas de todos los métodos de monitoreo que
se utilizaron para el estudio de la dindmica de los psilidos en el cultivo de patata, debido al
efecto atrayente de estas trampas.

En cuanto a las localidades, las capturas de las trampas amarillas de la localidad de
Gomezserracin (Segovia) fueron mas altas que las de la localidad de Zamaduefias (Valladolid)

alcanzando el pico poblacional a finales de agosto (684,67 = 322,57 insectos / trampa) (Figura
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3.6.). Los niveles de capturas de las trampas de Zamaduefias (Valladolid) fueron mas bajos, con

el pico de poblacion (226,67 + 38,71 insectos / trampa) a principios de julio.
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Figura 3.6. Promedio de insectos capturados en las trampas amarillas de las localidades de Zamadueiias
(Valladolid) y Gomezserracin (Segovia) en el afio 2016.

3.3.2. Dindmica poblacional de psilidos mediante el uso de trampas Irwin.

La trampa Irwin ubicada en Zamaduefias (Valladolid) en 2017 y 2018 (Figura 3.7.) fue el
método de monitoreo que registré un menor niimero de capturas. En 2017 se capturaron un total
de 25 psilidos, todos ellos identificados como B. nigricornis (Tabla 3.3.). El mayor numero de
capturas (14 ejemplares) se produjo al inicio de la temporada (23/05/2017) y a finales de junio

(9 ejemplares). En 2018 no se captur6 ningtn psilido

Zamadueiias (Valladolid)
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Figura 3.7. Numero de insectos capturados en la trampa Irwin por fecha en la localidad de Zamadueiias
(Valladolid) en 2017.
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3.3.3. Dinamica poblacional de psilidos mediante el empleo de manga entomologica

La mayoria de los psilidos adultos capturados en el cultivo de patata mediante muestreo con
manga entomologica en las dos localidades, Gomezserracin y Zamaduenas, fueron
identificados como B. nigricornis (Figuras 3.8 a 3.11), pero también se captur6 B. trigonica en
el afio 2016. En este afio 2016 en la localidad de Gomezserracin, 71 insectos fueron
identificados como B. trigonica (51 machos y 20 hembras), y 15 individuos de esta especie (8
machos y 7 hembras) fueron capturados en Zamaduenas. B. tremblayi no se capturd en ningiin
caso.

En cuanto a la dinamica de los psilidos en la localidad de Gomezserracin (Segovia) en 2016,
donde se habian recogido ambas especies, B. nigricornis y B. trigonica, los primeros psilidos
aparecieron a finales de junio. El nivel de poblacion de B. nigricornis fue bajo durante toda la
temporada y la poblacion de B. trigonica alcanzo6 un pequetio pico de 0,25 insectos/mangueo a
fines de agosto (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Promedio de insectos capturados por mangueo de B. trigonica y B. nigricornis en los muestreos
periddicos realizados en Gomezserracin (Segovia) en 2016.

En la localidad de Zamaduenas (Valladolid) en 2016 en 2017, los niveles de poblacion de B.
nigricornis también fueron bajos durante toda la temporada (Figuras 3.9 y 3.10). Cabe senalar
que la aparicién mas temprana en los campos de patata ocurri6 el 23/05/2017 (Figura 3.10). En
2018 el primer psilido apareci6 a mediados de junio con un pico poblacional maximo a
principios de julio (nimero medio de psilidos por mangueo 0,73 £+ 0,41) (Figura 3.11). Los
individuos de B. trigonica en esta localidad solamente aparecieron a finales de junio y

principios de julio en 2016 (Figura 3.9.).
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Figura 3.9. Promedio de insectos capturados por mangueo de B. trigonica y B. nigricornis en los muestreos
periddicos realizados en Zamaduenas (Valladolid) en 2016.
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Figura 3.10. Promedio de insectos capturados por mangueo de B. trigonica y B. nigricornis en los muestreos
periddicos realizados en Zamaduenas (Valladolid) en 2017.
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Figura 3.11. Promedio de insectos capturados por mangueo de B. trigonica y B. nigricornis en los muestreos
periodicos realizados en Zamaduefias (Valladolid) en 2018.

3.3.4. Presencia de las formas inmaduras de psilidos en la planta.

En cuanto al seguimiento de las formas inmaduras del insecto en las plantas en el ensayo de
Gomezserracin de 2016, cabe destacar que durante toda la campafia hubo muy pocos huevos y
ninfas, apareciendo sobre todo al final (Figura 3.12), siendo imposible la identificacion de la

especie.
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Figura 3.12. Evolucion de las medias por planta (20 plantas) de los huevos y ninfas de psilidos localizadas en el
ensayo de patata de Gomezserracin (Segovia) en 2016.

A diferencia del ensayo de Gomezserracin, en Zamaduefias si se encontraron huevos y ninfas
en las plantas de patata (Figura 3.13) de forma regular, poniendo de manifiesto una poblacién

estable de psilidos que utiliza la patata como huésped.
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Figura 3.13. Evolucién de las medias por planta (20 plantas) de los huevos y ninfas de psilidos localizadas en el
ensayo de patata de Zamaduenas (Valladolid) en 2016.

De las ninfas N4 y N5 recogidas en Zamaduefias se obtuvieron 17 adultos que evolucionaron

en el laboratorio siendo todas identificadas como B. nigricornis.

3.3.5. Evaluacidn de la distribucion de las formas inmaduras dentro de la planta
Los resultados indican que el insecto no mostré preferencia por ninguna de las variedades
estudiadas (Tabla 3.2.), sin embargo, si se encontraron diferencias en las hojas evaluadas en los

huevos y en las ninfas N1-N2, mostrando valores mayores en las hojas jovenes (Tabla 3.3.).

Tabla 3.2. Valores de DF, F valor y P valor para los factores variedad y posicion de la hoja para las variables
dependientes huevos, ninfas N1-N2 y N3-N5 de psilidos en patata en el ensayo de Zamadueiias (2016).

DF F valor P valor
Huevos 3 1,05 0,37
Variedad NI-N2 3 0,17 091
N3-N5 3 1,1 0,35
Huevos 2 6,97 0,001

Hoja N1-N2 2 10,12 6,15E-05
N3-N5 2 0,05 0,94

*Los datos son diferentes significativamente si P valor<0,05

Tabla 3.3. Numero de huevos, ninfas N1-N2 y N3-N5 por hoja para cada posicion de la planta.

Huevos Ninfas N1-N2 Ninfas N3-N5
Hojas superiores 0,35 a 0,56 a 0,31 a
Hojas medio 0,21 ab 0,19 b 0,15 a
Hojas inferiores 0,08 b 0,16 b 0,14 a

*Letras diferentes indican diferencias significativas en la poblacion (N/planta) segun el test HSD de Tukey, p<0.05.

3.3.6. Deteccion de Lso en los insectos capturados
El analisis de Lso en psilidos del género Bactericera spp. en los ensayos en los que se realizo

el monitoreo de forma periddica, mostrd que el naimero de individuos de B. nigricornis portador
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de Lso fue muy bajo tanto en machos como en hembras (Tabla 3.4.), detectandose la bacteria
en 7 machos y 6 hembras de un total de 440 insectos evaluados. Sin embargo, B. trigonica

mostrd mayores porcentajes de individuos Lso + siendo 64% en machos y 62% en hembras.

Tabla 3.4. Numero de individuos totales por especie y género, y positivos en Lso capturados en los mangueos y
en la trampa Irwin de las localidades de Gomezserracin (Segovia) y Zamaduenas (Valladolid) durante los afios
2016,2017 y 2018.

Bactericera nigricornis Bactericera trigonica
Localidad Provincia Ao Método de muestreo| Total 38 +Lso Q +Lso Total 38 +Lso Q +Lso
Gomezserracin ~ Segovia 2016 Mangueo 39 11 1 28 2 71 51 34 20 15
Zamadueiias  Valladolid 2016 Mangueo 88 26 0 62 0 15 8 4 7 3
Zamaduefias ~ Valladolid 2017 Irwin trap 23 14 6 9 2 0 0 0
Zamadueiias ~ Valladolid 2017 Mangueo 64 17 0 45 0 2 0 2 1
Zamaduefias  Valladolid 2018 Irwin trap 0 0 - 0 - 0 0 0 -
Zamaduefias ~ Valladolid 2018 Mangueo 226 91 0 135 2 1 0 - 1 0
N total 440 159 7 279 6 89 59 38 30 19
% Lso por género 4,48 2,20 64,41 61,67
% Lso por especie 3,01 63,48

3.4. Discusion

El estudio de la dindmica poblacional de los psilidos en cultivos de patata nos reporta
informacion sobre los niveles de poblacion a lo largo del ciclo de cultivo y, por tanto, del riesgo
de que alguna de estas especies se convierta en plaga, o pueda llegar a causar dafios graves con
la transmision de patdgenos de los que son portadores. Existen trabajos previos con las especies
de psilidos presentes en el cultivo de patata de la Peninsula Ibérica (Teresani et al., 2014;
Antolinez et al., 2019), donde se detectaron dos especies del grupo Bactericera nigricornis
Forster (Hodkinson, 1981): B. trigonica y B. nigricornis.

Al igual que en los muestreos ocasionales realizados en parcelas de la region de Castilla y Leon
(capitulo 2), de nuevo, la especie de psilido que se encontré con mayor frecuencia en los
cultivos de patata fue B. nigricornis, tanto en los muestreos realizados en trampa Irwin como
en los mangueos realizados periddicamente. En la localidad de Gomezserracin, debido a la
cercania de la parcela a otros cultivos horticolas como la zanahoria o el puerro, se encontraron
las otras especies de psilidos del complejo Bactericera nigricornis (Forster) (Hodkinson, 1981)
en forma de adultos, especialmente en la época de la cosecha de la zanahoria, momento en el
que B. trigonica busca nuevos campos donde alimentarse y colonizar. Los datos de las trampas
amarillas de Gomezserracin (méaximo de 685 psilidos/trampa cada 10 dias a finales de agosto)
sugieren una alta poblacion de individuos del género Bactericera spp. superiores a los
encontrados en Zamaduefias (maximo de 227 psilidos/trampa cada 10 dias a principios de julio).
Sin embargo, el dato de las capturas realizadas con manga entomoldgica, en el que si se puede

identificar a nivel de especie, identifica B. trigonica como la especie predominante en
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Gomezserracin, psilido asociado al cultivo de zanahoria que estd ampliamente distribuido en la
provincia de Segovia (Figura 3.8.). Sin embargo, por la escasa presencia de formas inmaduras
de psilidos en las plantas de patata en Gomezserracin, es probable que esta especie no sea capaz
de completar su ciclo en este cultivo. En estudios realizados en condiciones aisladas, se observo
que el asentamiento y oviposicion de B. trigonica en patata es muy bajo, incluso cuando no
tiene eleccion, prefiriendo asentarse y ovipositar en cultivos de Apiaceas frente a plantas de
patata (Antolinez et al., 2017). B. trigonica es una especie que no puede alimentarse de forma
sostenida de los tejidos del floema y por lo tanto no puede colonizar la patata (Antolinez et al.,
2017).

Esta presencia de B. nigricornis en el cultivo de la patata en la Peninsula Ibérica, se corresponde
con los resultados obtenidos por otros autores (Antolinez ef al., 2019). En el norte de Europa,
B. nigricornis ha sido solamente observada en Finlandia y se trata de referencias muy antiguas
(Haapalainen et al., 2018a). La clave taxondmica del grupo Bactericera nigricornis Forster
realizada por Hodkinson (1981) es posterior y por tanto es posible que no se trate de esta
especie. En la region de Arbadil en Irdn, B. nigricornis esta considerada plaga en patata (Fathi
et al., 2008), observando descensos en el rendimiento de las patatas infectadas en campo con
B. nigricornis y tubérculos con necrosis rayadas en la seccion transversal del tubérculo. Sin
embargo, no se ha estudiado la capacidad de transmision de Lso de B. nigricornis en este
cultivo.

El pico poblacional maximo reportado en este estudio en los muestreos realizados con manga
entomoldgica fue de 0,73 insectos/mangueo durante la campafia de 2018 en Zamadueiias, un
numero bajo comparado con otras especies de psilidos relacionadas que si causan graves dafos
al cultivo huésped, tanto por la alimentacion sobre ¢l como por la transmision de Lso. Tal es el
caso de B. trigonica, con 35 insectos/mangueo en Iscar (Antolinez et al., 2019) y en B.
cockerelli con 3 insectos/mangueo en EE.UU. (Munyaneza ef al., 2009¢). En Zamaduefias, la
especie mayoritaria recogida en los mangueos fue B. nigricornis, lo que sugiere que el pico
maximo registrado de 227 individuos/trampa pegajosa amarilla cada 10 dias corresponderia
mayoritariamente a esta especie. Estos valores no difieren mucho de los obtenidos por Nissinen
et al., (2020) para T. apicalis en este tipo de trampas, con 100 especimenes/trampa y semana,
pero quedan lejos de alcanzar los niveles de 500 individuos/trampa y semana reportados por
Haapalainen ef al. (2018a) también para 7. apicalis, o los 300 individuos por semana obtenidos
para B. cockerelli en el norte de EE.UU (Munyaneza et al., 2009c).

La mayor parte de las capturas de B. nigricornis se producen entre los meses de junio y agosto,

cuando el cultivo de la patata presenta mayor follaje. A partir del mes de agosto, cuando
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comienza la senescencia del cultivo, la poblacion disminuye. Esta aparicion de B. nigricornis
desde los meses de junio hasta finales de agosto coincide con los datos de Antolinez et al.
(2019) en monitoreos periodicos realizados en cultivo de patata de la localidad de Aldearrubia
(Salamanca) durante las campafias 2016-2017. En estudios realizados en cultivos de patata en
el estado de Washington en EE. UU. desde 2005-2008, donde el ciclo del cultivo de la patata
coincide con el de las condiciones de Castilla y Leon, B. cockerelli llegd al cultivo a finales de
julio, con picos a finales de agosto hasta finales de septiembre (Munyaneza et al., 2009c).

La presencia de formas inmaduras en las plantas en los muestreos realizados en Zamaduefias
en 2016, donde la especie mayormente encontrada en el monitoreo con manga entomoldgica
fue B. nigricornis, va aumentando con el crecimiento del cultivo hasta llegar a un maximo (0,25
+ 0,52 insectos/mangueo) en el mes de julio coincidente con el maximo de capturas de adultos
en trampa amarilla y en los mangueos. Esta sincronizacion se observa también en otros psilidos
como B. cokerelli o B. trigonica (Cameron et al., 2009; Munyaneza et al., 2009¢; Antolinez et
al., 2019). Los valores de huevos y ninfas encontrados en la localidad de Zamaduenas, hacen
pensar que se trata de valores bajos de infestacion de la plaga. En B. trigonica el valor de formas
inmaduras (huevos y ninfas) encontrados por planta de zanahoria en la localidad de Villena
(Alicante) fue superior a 50 a finales de agosto, y en las localidades de Iscar y Gomezserracin
este valor oscil6 entre 21-50 (Antolinez et al., 2019). En cultivos de patata de Nueva Zelanda
y EE. UU., B. cockerelli llegd a valores de 3 y 4 formas inmaduras/hoja, respectivamente
(Cameron et al., 2009; Munyaneza et al., 2009c). A pesar de esta escasa presencia en las plantas
si se puede constatar la existencia de una poblacion estable de psilidos en cultivos de patata en
la Peninsula Ibérica. Aunque los datos son escasos, los valores de ninfas N3-N5 comparados
con los de huevos y ninfas N1-N2, parecen indicar que la supervivencia de huevos y ninfas de
los primeros estadios son inferiores a los reportados para otras especies del grupo en ambiente
controlado (Kazemi et al., 2008; Fathi et al., 2011; Bastin ef al., 2015), lo cual sugeriria un
efectivo control bioldgico por enemigos naturales y/o una baja tasa de supervivencia y por tanto,
una falta de adaptacion a las condiciones ambientales del cultivo. Los adultos que emergieron
de las ninfas recogidas en campos de patata, fueron identificados en su totalidad como B.
nigricornis, 1o cual confirma que esta especie es la unica capaz de reproducirse y completar
ciclo sobre este cultivo.

Las parte mas joven y mas expuesta de la planta de patata es la que presenta un nimero mayor
de formas inmaduras mas juveniles (huevos y ninfas N1-N2), zona donde se produciria la mayor
oviposicion de las hembras. Esta preferencia por las partes superiores de la planta también se

observa en especies como B. cockerelli (Butler & Trumble, 2012). En T. apicalis las hembras,

53



que en los psilidos suelen ser més receptivas a la emision de volatiles que los machos (Blackmer
& Canas, 2005), elegian aquellas plantas que mostraban una mayor intensidad de luz, y por
tanto una mayor fotosintesis y emision de volatiles (Nissinen et al., 2008). Esta preferencia por
las hojas mas jovenes podria deberse a una mayor concentracion de carbohidratos, fuente de
alimentacion del psilido (Hodkinson, 2009), lo que explicaria también que fuese en esta zona
mas joven de la planta donde se detectase con mayor frecuencia la aparicion de la bacteria,
frente a aquellas hojas situadas en la parte media e inferior de la planta (Levy et al., 2011).

El porcentaje de B. nigricornis portadores de Lso es muy baja (3,01 %), si comparamos este
porcentaje con otros psilidos vectores de esta bacteria. En poblaciones de B. cockerelli en
EE.UU. (Goolsby et al., 2012) se encontré6 que menos del 10% de la poblacion de campo
portaba Lso. Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio en individuos de B. trigonica
capturados en cultivo de patata muestran un porcentaje del 63.5 %, porcentaje proximo al
reportado en estudios realizados en individuos de esta misma especie capturados en cultivo de
zanahoria de Castilla y Leon, que lleg6 a alcanzar valores del 75 % (Asensio ef al., 2019b). En
T. apicalis en Finlandia los valores obtenidos fuefon del 61% al 67% (Munyaneza et al., 2011;
Nissinen et al., 2014).

Los valores registrados en este trabajo tanto en las trampas amarillas, como en las capturas con
manga entomoldgica y en la inspeccion visual de las formas inmaduras en planta sugeririan un
alto riesgo para el cultivo en especies como B. cockerelli en patata 'y T. apicalis en zanahoria,
ya que habrian superado los umbrales minimos de tratamiento para el manejo integrado de la
plaga (Kogan, 1998; Tiilikkala et al., 1996; Cameron et al., 2009; Nissinen et al., 2020). Sin
embargo, para B. nigricornis en patata en Castilla y Ledn, no se han reportado dafios
importantes por ZC, lo cual sugeriria que existen otros factores, como la tasa de reproduccion
de la especie y la capacidad de transmision de la bacteria, que no son suficientemente altos en
B. nigricornis para causar graves dafios en este cultivo. En este trabajo los muestreos con manga
entomoldgica resultaron muy eficaces para el muestreo de los insectos, ya que han permitido la
identificacion a nivel de especie y posterior andlisis de Lso, ademds de evaluar la poblacion de
individuos adultos a lo largo del ciclo de cultivo. Sin embargo, el tiempo y el entrenamiento
necesarios para llevar a cabo la identificacion, hacen que sea un método inviable de cara a un
seguimiento masivo de los cultivos por parte de los productores. Con este proposito, se han
utilizado ampliamente las trampas adhesivas amarillas (Pletsch, 1947; Cranshaw, 1994;
Goolsby et al., 2007a, b; Djaman et al., 2019; Munyaneza et al., 2009c), ya que resultan muy
utiles para detectar los picos de poblacion adulta y son faciles de manejar, aunque no se pueden

identificar los individuos a nivel de especie, solamente a nivel de género, y ejercen atraccion
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sobre los insectos, recogiendo individuos que no se encuentren propiamente en la parcela de
muestreo. Por otro lado, la inspeccion visual ha proporcionado informacion detallada sobre la
densidad de poblacion de formas inmaduras de esta plaga en planta. Se trata de un método
tedioso en campo, pero permite conocer la instalacion de la plaga en el cultivo, y dentro de este
trabajo, ha permitido observar por primera vez el desarrollo de B. nigricornis en el cultivo de
patata, en el que ha conseguido completar el ciclo. Por Gltimo, las trampas Irwin, han sido
utilizadas para atrapar a los primeros inmigrantes en una parcela y estudiar qué especies prueban
a instalarse en el cultivo (Rygg, 1977), no han resultado muy eficaces, ya que apenas han
capturado individuos, y no permiten observar la evolucion de la poblacion.

Hasta ahora se habia detectado la presencia de B. migricornis en el cultivo de patata, sin
embargo, con la evolucion en el laboratorio de las formas inmaduras de los psilidos recogidos

en campo, se comprueba su capacidad de completar su ciclo en él.

3.5. Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que la tnica especie de psilido capaz de transmitir Lso en
cultivos de patata en la Peninsula Ibérica es B. nigricornis, ya que es la especie predominante
en las capturas realizadas, y la inica capaz de completar el ciclo vital sobre este cultivo. Sin
embargo, los niveles poblacionales encontrados no parecen suficientes para ser considerada
plaga, y el nimero de individuos portadores de Lso es relativamente bajo como para que ZC
sea un problema que cause danos reales en este cultivo. No obstante, y dadas las condiciones
climaticas cambiantes y la consiguiente adaptacion de los diferentes organismos a ellas,
conviene proseguir con el monitoreo de esta enfermedad y sus vectores de transmision que
permitan la identificacion de las especies y la deteccion de la bacteria en los individuos
recogidos.

El mangueo en las plantas de patata fue el método de monitoreo que permitid, ademas de la
deteccion de los picos de poblacion, identificar las especies y la deteccion de la bacteria,

resultando el método mas tedioso pero el mas eficaz para el seguimiento de esta plaga.
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Capitulo 4: Estudio de Zebra Chip (ZC) en las plantas y tubérculos de patata en Castilla y

Leon

Resumen

En Espaiia, se ha reportado la presencia de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum
(Lso) en tubérculos de patata, sin embargo, no se ha detectado la presencia de Zebra Chip (ZC),
enfermedad que provoca este patdgeno, en condiciones de cultivo. Con los objetivos de estudiar
la epidemiologia de la enfermedad en el cultivo de la patata de Castilla y Ledn, poder observar
la enfermedad tanto en planta como en tubérculo, estimar que impacto puede tener en distintas
variedades cultivadas en Castilla y Leon y evaluar el potencial de transmision del tubérculo a
la planta, se establecid un ensayo en la localidad de Zamaduenas (Valladolid) con distintos lotes
de variedades de patata de siembra procedentes de esta comunidad.

Solo se detectaron 9 plantas positivas para Lso en los tres afios de estudio con sintomas muy
inespecificos y el porcentaje de tubérculos infectados en el ensayo nunca fue superior al 2%,
no encontrando diferencias significativas entre las variedades estudiadas. En cuanto al potencial
de transmision de planta a tubérculo se observd que mas de la mitad de los tubérculos
procedentes de plantas positivas eran no viables.

Con el nivel de poblacion de Bactericera nigricornis detectado en la zona de estudio es
suficiente para encontrar la bacteria en los tubérculos, pero no es facil detectar la bacteria en
las plantas. A pesar de eso, los porcentajes de tubérculos afectados no suponen una pérdida

importante de la cosecha.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso), Bactericera nigricornis,

sintomas, transmision, analisis, variedad, vector.
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4.1. Introduccion

Candidatus Liberibacter solanacearum es una bacteria Gram-negativa, parasita obligada del
floema de distintas plantas y de la hemolinfa de algunos insectos, no cultivable in vitro
(Jagoueix et al., 1994; Bove, 2006). Debido a que no se puede cultivar fuera de su vector o
huésped y por tanto la genética de la bacteria, la interaccion bacteria-vector y bacteria-planta
aun no se han explorado a fondo. Existen factores importantes atin desconocidos relacionados
con la adaptacion y colonizacion o la posible coevolucion de estas bacterias y sus huéspedes y
vectores.

Se trata de una bacteria que forma parte del microbiota de los psilidos y la coexistencia con
otras bacterias probablemente tenga un impacto en la aptitud general del insecto, asi como en
el resultado de la enfermedad (Haapalainen, 2014). En el caso de B. cockerelli, las poblaciones
de insectos portadores de Lso tienen una mayor mortandad por la cantidad de bacterias ubicadas
en su aparato digestivo. También se ha reportado que existe una correlacion negativa de
supervivencia de ninfas infectadas por este patogeno y que influye en los ciclos reinfectivos:
los adultos de B. cockerelli tienen mayor eficiencia de transmision comparada con los estadios
ninfales (Nachappa et al., 2014).

El nimero de insectos vectores puede afectar al tiempo que se necesita para la expresion de los
sintomas de las plantas, debido a la diferencia inicial del inoculo, aunque después de la
multiplicacion bacteriana y el movimiento sistémico dentro del hospedante, la enfermedad se
incrementa en la misma tasa (Haapalainen, 2014). El numero de vectores es un factor
importante para el éxito de la inoculacion, sin embargo, la tasa de éxito es independiente de la
cantidad de patogeno en B. cockerelli (Rashed et al., 2012). Cuando Lso se distribuye en toda
la planta, la cantidad de bacteria adquirida por B. cockerelli no estd influida por el lugar de
alimentacion del insecto dentro de la planta. Sin embargo, en el caso de que Lso no esté
completamente distribuida por la planta, los insectos muestran tendencia para adquirir altas
cantidades del patdgeno alimentandose de aquellas zonas de la planta con mayor densidad del
patogeno, que coincide con las zonas del tallo y peciolo (Rashed et al., 2012).

Una vez que los psilidos se alimentan de la savia, esto proporciona a las bacterias la entrada al
floema de las plantas, induciendo cambios metabolicos y regulatorios significativos que dafian
el sistema de transporte de las plantas y afectan a los sistemas de defensa. En el floema de las
plantas infectadas por Lso se encuentran agregaciones de componentes fenolicos, peroxidasas,
oxidasas, polifenoles, quitinasas, aminoacidos y azucares (sacarosa, glucosa y fructuosa) libres
(Gao et al., 2009; Buchman ef al., 2012). Esas respuestas aparecen entre la tercera y la quinta

semana después de la infeccion (Rashed et al., 2013).

57



El incremento de la actividad reductiva de azlicares y aminoacidos podria contribuir, en el caso
de Lso en patata, al aumento del tono café al en la fritura del tubérculo, porque la formaciéon de
acrilamida ocurre con el empleo de esos componentes como sustratos a altas temperaturas,
mediante la reaccion de Maillard (Wallis et al., 2014).

El movimiento de la bacteria en el floema parece seguir la direccion de transporte de
carbohidratos desde las hojas hasta el tallo descendiendo a la raiz, encontrando mayores
concentraciones de bacteria en las hojas nuevas y en las raices y estolones (Li et al., 2009; Wen
et al., 2009; Levy et al., 2011). Simultaneamente, con la apariciéon de los sintomas en los
tubérculos, la concentracion en los tubérculos de azucares reductores (glucosa y sacarosa) se
incrementa exponencialmente indicando una alteracion en el metabolismo de los carbohidratos
de la planta y en el transporte (Gao et al., 2009; Buchman et al., 2012). Mientras que los analisis
de los tubérculos mostraron un descenso de los niveles de sélidos (almidon) (Buchman et al.,
2012), los tallos superiores de las plantas de patata infectadas por Lso mostraban contenidos
anormalmente altos de almidon y proteinas especificas de los tubérculos (Alvarado et al., 2012).
A su vez, los tubérculos de patata con sintomas de ZC contienen niveles elevados de
compuestos fenolicos, aminoacidos, acido salicilico y proteinas relacionadas con el sistema
inmunoloégico, lo que indica una respuesta de defensa activa (Navarre ef al., 2009; Wallis et al.,
2012).

El pardeamiento del tejido del rayo medular del tubérculo al freir a alta temperatura,
produciendo el sintoma tipico de ZC, puede ser un resultado combinado de la acumulacion de
azucares reductores y el aminoacido tirosina (Navarre et al., 2009). Rashed et al. (2013)
encontraron que los niveles de fenoles, peroxidasas, polifenol oxidasas y azucares reductores
en los tubérculos aumentaron durante el avance de la infeccion. Sin embargo, a excepcion de
los fenoles, las concentraciones de los compuestos acumulados en los tubérculos no estaban
correlacionados con la cantidad de bacteria Lso. Sin embargo, si se encontrd una correlacion
positiva entre la cantidad de bacteria Lso y la gravedad de los sintomas del follaje de la planta
(Rashed et al., 2014), lo que sugiere que los efectos sobre los tubérculos son un dafio indirecto.
Alvarado et al. (2012) encontro que el desarrollo de la enfermedad esta correlacionado con el
bloqueo de los vasos del floema, por tanto, la cantidad inicial de bacterias y la respuesta inicial
de la planta a la bacteria son importantes para el desarrollo de la enfermedad, mientras que la
cantidad de bacteria en el tubérculo en etapas posteriores de la infeccion no se correlacionan
con los sintomas.

Se ha demostrado que la temperatura tiene un efecto significativo en el desarrollo de Lso en

plantas de patata (Munyaneza ef al., 2012b), comparado con Candidatus Liberibacter asociados
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con citricos. Lso parece ser sensible al calor y parece no tolerar temperaturas superiores a 32
°C, temperatura a la cual se inhibe la bacteria y los sintomas ocasionados por esta. Con
regimenes de temperaturas superiores a 32 °C, Lso no fue detectado en plantas de patata donde
se inoculd la bacteria a partir de infecciones realizadas con B. cockerelli y no se desarrollaron
sintomas de ZC (Munyaneza et al., 2012b). El desarrollo 6ptimo de Lso y de los sintomas de
ZC en las plantas de patata se encuentra entre 27 y 32 °C. En el caso de temperaturas inferiores,
a 17 °C o menos, puede disminuir significativamente el desarrollo de Lso en patata, pero no
prevenirlo (Munyaneza et al. 2012b). La sensibilidad al calor puede explicar la incidencia y la
severidad en las areas productoras (Munyaneza, 2012b).

La severidad de la enfermedad esta estudiada en los haplotipos A y B, asociados con ZC en
patata y que aparecen predominantemente en América, Nueva Zelanda y Australia (Nelson et
al.,2011; Thomas et al., 2018; Savary et al., 2019). Ambos haplotipos pueden infectar a las
plantas individualmente o de forma conjunta (Harrison ef al., 2019). La distribucion de estos
haplotipos y los efectos resultantes sobre la gravedad de la enfermedad en planta en infecciones
unicas o coinfecciones se han estudiado en tomate y patata (Mendoza-Herrera et al., 2018;
Harrison et al., 2019). La infeccion con el haplotipo B es perjudicial para las plantas de tomate,
ya que generalmente mueren antes del desarrollo del fruto, mientras que las plantas pueden
permanecer vivas con sintomas cuando se infecta con el haplotipo A. En patata, el haplotipo B
provoca mas sintomas en tubérculos que el haplotipo A (Grimm et al., 2018) y las infecciones
de doble haplotipo AB, generalmente provocan sintomas mas severos que las infecciones con
solo el haplotipo B (Hernandez-Deheza et al., 2018; Harrison et al., 2019). Curiosamente, el
haplotipo B parece reducir la tasa de supervivencia de las ninfas del psilido B. cockerelli, en
comparacion con las ninfas portadoras del haplotipo A (Yao ef al., 2016).

Esta reportado que la bacteria se puede transmitir a la siguiente generacion de plantas a través
de tubérculos afectados (Pitman et al., 2011) y se ha comprobado que Lso puede ser transmitida
a plantas de zanahoria por semillas infectadas (Bertolini ez al., 2015). Sin embargo, se sabe
poco de la transmision de ZC a través del tubérculo y el impacto de esta enfermedad sobre la
calidad de patata de siembra. Las patatas infectadas con Lso, que potencialmente son una fuente
de propagacion de la enfermedad, podrian ser una amenaza para el cultivo y su
comercializacion. Estudios realizados en Estados Unidos (Henne et al. 2010a) mostraron que
aproximadamente el 44% de los tubérculos infectados con ZC permanecieron viables en
condiciones de invernadero, pero produjeron brotaciones débiles en las hojas y plantas que
murieron prematuramente; ademas, se encontrd un bajo porcentaje de plantas positivas para

Lso procedentes de la germinacién de tubérculos positivos. Por tanto, Henne et a/ (2010a)
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concluyeron que en areas donde ZC esta actualmente establecida, la transmision por patata de
siembra infectada no contribuye significativamente a la incidencia de ZC en el cultivo de patata.
Por otra parte, los estudios realizados en Nueva Zelanda por Pitman ef al. (2011) y Berry et al.
(2011) reportaron una tasa de emergencia de plantas de patata superior al 90 % de tubérculos
positivos para Lso por PCR, sin mostrar sintomas de ZC. Estas plantas dieron como resultado
la producciéon de tubérculos comercializables, aunque el crecimiento de las plantas y el

rendimiento de la patata fueron significativamente menores.

4.2. Objetivos
Los sintomas hasta ahora descritos de ZC corresponden con las condiciones de cultivo de patata
en las zonas donde la transmision de Lso es realizada por B. cockerelli. En Castilla y Leon, Lso
ha sido detectada en tubérculos de patata en momentos posteriores a la cosecha (Palomo et al.,
2014), sin que haya sido detectada la enfermedad en plantas de patata en condiciones de campo.
Por tanto, los objetivos de este trabajo fueron los siguientes:

- Observar la sintomatologia de la enfermedad de ZC en planta y en tubérculo

- Estudiar la incidencia de la bacteria en distintas variedades de patata cultivadas en
Castillay Ledn

- Evaluar la transmision de Lso de la planta al tubérculo en condiciones de cultivo

4.3. Material y métodos

4.3.1. Localizacion y establecimiento del ensayo
Se establecieron ensayos de patata en la localidad de Zamaduenas, durante los afios 2016, 2017

y 2018. Las fechas de siembra y cosecha aparecen en la tabla 4.1.

Tabla 4.1. Fechas de siembra y cosecha del ensayo de patata durante las campaifias 2016, 2017 y 2018.

Afio Localidad Provincia Siembra Cosecha

2016 Zamaduefias Valladolid 14 de abril 20 de septiembre
2017 Zamaduefias Valladolid 5 de abril 22 de septiembre
2018 Zamaduefias Valladolid 3 de mayo 24 de septiembre
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Los ensayos incluyeron entre 20 y 30 lotes de
diferentes variedades de patata con origen en la
zona de produccion de patata de siembra de Castilla
y Leon (Figura 4.1.). Antes de la siembra, los
tubérculos fueron inspeccionados uno a uno para
asegurar que no tuvieran sintomas compatibles con
ZC en su interior realizando un corte transversal de
una longitud de 2 cm en la zona de insercion del

tubérculo con el rizoma.

Figura 4.1. Aspecto general del ensayo de Zamadueiias

Tabla 4.2. Numero de lotes sembrados de cada variedad de patata en cada afio de estudio.

Variedad 2016 2017 2018 Total
Agria 4 4 2 10
Baraka 3 7 5 15
Brooke 0 1 0 1
Carlita 0 0 2
Frisia 0 1 0
Hermes 0 1 0
Kennebec 8 11 10 29
Lady Amarilla 0 1 0
Monalisa 0 1 0
Red Pontiac 2 1 3 6
Spunta 3 2 5
Total 20 30 22 72

Durante el mes de abril, se sembraron aproximadamente 200 tubérculos por lote, repartidos en
dos surcos de 100 tubérculos cada uno, a una distancia de 0,75 m entre surcos y 0,40 m entre
plantas. El manejo del cultivo (siembra, riego, fertilizacion, etc.) fue el habitual en esta zona de
produccion. Se realizaron dos tratamientos a base de thiacloprid y cipermetrina durante los
meses de mayo y junio, en el momento de mayor abundancia de la plaga del escarabajo de la
patata (Leptinotarsa decemlineata S), con el fin de evitar defoliaciones intensas de este

coleodptero en el cultivo.
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4.3.2. Evaluacion de los sintomas de ZC en planta

En el afio 2016, antes de proceder a la evaluacion de sintomas del cultivo, se estudio el
porcentaje de germinacion de los tubérculos. Para ello se procedi6 al conteo de plantas nacidas
por surco y lote a las 4, 5 y 6 semanas de la siembra.

En cada afio de estudio se realizaron tres prospecciones o visitas en planta para la visualizacion
de sintomas compatibles con ZC en la parte aérea durante tres momentos del cultivo: 1°)
desarrollo de la planta e inicio del crecimiento de los tubérculos, 2°) desarrollo de tubérculos, y
3°) madurez fisioldgica de plantas y tubérculos.

Se marc¢é cada planta sintomatica, para el seguimiento del desarrollo de los sintomas en visitas

posteriores, anotando en cada caso la sintomatologia observada.

4.3.3. Andlisis de plantas sintomaticas y sin sintomas para la deteccion de Lso

Durante los tres afios de estudio se realizo el analisis de Lso de las plantas sintomadticas
detectadas en cada una de las tres visitas y durante los afios 2017 y 2018 este analisis se realizé
también en plantas sin sintomas (50 en 2017 y 75 en 2018) en el momento de la segunda visita.
Cada muestra tomada por planta para analisis de Lso fue de tres brotes, incluyendo hojas y
tallos, de unos 15 cm de largo. Las muestras se recolectaron y almacenaron a 4 °C hasta el

momento del analisis.

4.3.4. Analisis de tubérculos para la deteccion de Lso.

Durante el momento de la cosecha, en el mes de septiembre, se recolectaron un total de 200
tubérculos por parcela. Los tubérculos se cortaron e inspeccionaron buscando sintomas
compatibles con ZC, analizando para Lso aquellos tubérculos sintomaticos.

Ademas, se recogieron de forma individualizada los tubérculos de las plantas que habian dado
positivo para Lso. Estos tubérculos se contabilizaron, visualizando si tenian sintomas
compatibles con ZC, y se procedio al analisis para la deteccion de Lso.

Se realiz6 el andlisis de la varianza del porcentaje de tubérculos infectados por variedad de los

tres aflos mediante el programa R (http://cran.r-project.org/).

4.3.5. Extracciéon de ADN de muestras vegetales: plantas y tubérculos y deteccion de Lso
La extraccion de ADN en planta y tubérculo se realizo a partir de 0,5 g de muestra vegetal
siguiendo la modificacion del protocolo de Murray & Thompson (1980) como se describe en

EPPO (2020). El ADN purificado se conservd a —20 ° C hasta su uso.
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El analisis para la deteccion de Lso se realizé utilizando el PlantPrint Detection Kit por Real
Time PCR (Tagman) que usa condiciones, cebadores y sondas descrito por Teresani et al.

(2014).

4.4. Resultados

4.4.1. Estudio del porcentaje de germinacion de los tubérculos

Kennebec, Red Pontiac y Spunta presentaron una mayor precocidad, con nascencias cercanas
al porcentaje final de germinacién en el conteo realizado a las 4 semanas de la siembra. En el
segundo muestreo realizado este porcentaje fue superior, incluso superando a los valores
obtenidos en el tercer muestreo, debido a la mortandad de algunas de las plantas.

En el primer muestreo realizado, Agria y Baraka tuvieron unos valores de germinacién bajos,
del 5y el 27 %, respectivamente. En el segundo muestreo los valores incrementaron por encima
del 50 y 60 %. En el ultimo y tercer muestreo, los porcentajes de nascencia incrementaron
siendo en ambos casos valores proximos al 80 %.

El promedio del porcentaje de germinacion final por variedad oscilo entre el 66 y el 81 %, no

observando diferencias entre los diferentes lotes de las variedades estudiadas (Figura 4.2.).
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Figura 4.2. Promedio de porcentaje de germinacion por variedades en los tres muestreos realizados en el afio

2016 en el ensayo de Zamadueiias (Valladolid).

4.4.2. Evaluacion de los sintomas de ZC en planta

Durante los tres afios de estudio, 194 plantas presentaron sintomas compatibles con ZC, (24 en

2016; 100 en 2017; 60 en 2018).
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Los sintomas mas abundantes fueron clorosis, enanismos y hojas enrolladas. Fueron sintomas
detectados desde la primera visita y que se incrementaron con el desarrollo del cultivo (Figura
4.3)).

Los sintomas de entrenudos cortos fueron mas detectados en la primera visita, donde son mas
faciles de detectar por el propio desarrollo de la planta. Los bordes morados, sintomas asociados
principalmente con Lso, solo se detectaron en la segunda y tercera visita. Solo se encontrd una
planta con tubérculos aéreos, que se detectd en la segunda visita, y que en la tercera visita

aparecid muerta.

N° plantas afectadas

clorosis
enanismo

muerta

hojas enrolladas
tubérculos aéreos
bordes morados
entrenudo corto

brotes secos

0 20 40 60 80 100 120

1 visita M2 visita 3 visita

Figura 4.3. N° plantas afectadas por sintomas en las tres visitas realizadas en el ensayo de patata de la localidad
de Zamadueiias (Valladolid) durante los afios 2016-2018.

Aunque no habia un nimero homogéneo de lotes por variedad, si se observa que hay sintomas
que se detectan mas en ciertas variedades. La variedad Kennebec presenta con méas frecuencia
hojas abarquilladas, la variedad Carlita entrenudos cortos, la variedad Spunta hojas abullonadas

y Red Pontiac, bordes morados.

4.4.3. Anélisis de Lso en plantas sintomadticas y sin sintomas
En los andlisis de deteccion de Lso de plantas sintomaticas, solo 9 plantas de las 194 analizadas

(2en 2016; 5 en 2017; 2 en 2018) fueron positivas para Lso (tabla 4.3.).
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Tabla 4.3. Sintomatologia y resultado del andlisis de Lso en las plantas positivas detectadas en las prospecciones
realizadas en planta en el ensayo realizado en Zamadueiias (Valladolid), afios 2016-2018.

Ao Variedad Smtloamsjlt.ologla +Lso Smtomsjlt.ologla 2 + Lso Smtom?t.ologla 3 +Lso
visita visita visita
2016 Agria amismo con positiva hanismo con positiva
proliferacion yemas proliferacion de yemas
Enanismo y . Clorosis y hojas .\ C10r0s1s~y hojas ...
2016 Baraka . negativa . positiva pequeias y positiva
clorosis abarquilladas .
abarquilladas
2017  Spunta Encallg;f;;}cs) Y negativa Enanismo y clorosis ~ positiva  Enanismo y clorosis  positiva
. Enanismo con brotes Enanismo con brotes
Bordes cloréticos . - . N .
2017 Spunta -y negativa pequeiios y bordes positiva pequeiios y bordes positiva
en brotes jovenes
morados morados
Hojas pequefias con
2017  Hermes Clorosis general ~ positiva bordes morados y positiva Muerta
tubérculos aéreos
2017 Kennebec Clorosis y hojas positiva Enanismo negativa Enanismo positiva
abarquilladas
Enanismo, muchos . .
brotes pequefios con - Enanismo, clorosis, N
2017 Baraka . positiva brotes pequefios y positiva
clorosis y bordes
bordes morados
morados
. Enanismo, clorosis y
2018 P Ret(.i Erggg?i(s) Y positiva bordes de las hojas negativa Muerta
ontiac morados
Clororis, hojas
2018  Baraka pequefias y bordes positiva Casi muerta positiva

morados

Las plantas positivas en la primera visita solian mostrar sintomas de raquitismo, clorosis y hojas

abarquilladas; en la segunda aparecian bordes morados y en un caso tubérculos aéreos; y en la

tercera se solian mantener los sintomas de la segunda visita, llegando en algiin caso a la muerte

de la planta (Figura 4.4.).

Hubo dos plantas en las que, en el primer analisis, fueron positivas a Lso, y en el segundo,

negativas. En algin caso se detectaron plantas positivas para Lso en la primera visita, y

negativas en la segunda, que en la tercera visita resultaron positiva en un caso y muerta en el

otro.
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F iéura 4.4. Aspecto de las plantas de patata donde se fue detectada Lso.

En las plantas sin sintomas analizadas durante los afios 2017 y 2018 no se detecto la bacteria

en ningun caso.

4.4.4. Anélisis de tubérculos sintomaticos para ZC

En la tabla 4.4. aparecen los resultados del analisis de Lso de los tubérculos analizados por lote
y por total de tubérculos para los afios 2016, 2017 y 2018.

El nimero maximo de lotes con al menos algtin tubérculo positivo a Lso fue 15 de 20, en 2016,
15 de 30, en 2017 y 8 de 22, en 2018. El porcentaje maximo de Lso en un lote fue de 6,50 %
en 2016 y 2017.

En los tres afos se inspeccionaron 14.200 tubérculos, encontrando la bacteria en 132 casos. El

porcentaje de Lso oscil6 entre 0,3 % en 2018 hasta el 2% en 2016.
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Tabla 4.4. Resultados del analisis de Lso por lote y por total de tubérculos en los afios 2016, 2017 y 2018.

2016 2017 2018

Lotes analizados 20 30 22
Lotes Lotes con tubérculos positivos a Lso 15 15 8
% maximo de tubérculos Lso+ en un lote 6,50 6,50 1,50
Total de tubérculos inspeccionados 3800 6000 4400
Tubérculos Tubérculos sintomaticos analizados 263 913 48
% Lso+ en el total de tubérculos 2 0,71 0,3

Figura 4.5. Aspecto de los tubérculos donde fue detectada Lso.

En la tabla 4.5. aparecen el nimero de tubérculos sintomaticos analizados, tubérculos positivos
a Lso por lote y variedad en cada afio, y el nimero de tubérculos positivos por variedad en los

tres aflos de estudio.
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Tabla 4.5. Numero de tubérculos sintomaticos analizados y tubérculos positivos a Lso por lote y variedad por afio;
y nimero total de tubérculos positivos por variedad en los tres afos de estudio

2016 2017 2018
Tub. Tub. Tub. Lso+/
Variedad | Lote sintomat. Lso+ | Lote sintomat. Lso+|Lote sintomat. Lso+ .
analizados analizados analizados variedad
Agria S28 2 0 | AS1 24 0 CI 2 2
Agria S127 5 2 |S262 26 13 | ClI 0 0
Agria S137 14 11 |S270 22 0
Agria S150 9 1 |S337 37 1 30
Baraka S27 18 13 | S263 21 0 S66 0 0
Baraka S228 7 2 | S265 32 1 S99 2 2
Baraka S243 9 0 |S268 45 0 |S357 3 3
Baraka S327 30 0 |S381 0 0
Baraka S328 30 0 |S447 1 0
Baraka S332 46 1
Baraka S333 43 0 22
Brooke S317 11 0 0
Carlita S450 0 0
Carlita S451 3 2 2
Frisia S351 11 0 0
Hermes S319 2 0 0
Kennebec |S163 15 0 |S264 12 2 |S175 1 0
Kennebec | S94 13 3 | S276 19 2 |S198 6 0
Kennebec |S144 14 13 | S279 16 1 |S260 5 0
Kennebec |S198 36 4 |S287 34 2 [S304 1 0
Kennebec |S204 14 3 | S306 25 3 |S361 4 1
Kennebec |S222 16 2 S334 29 1 S445 1 0
Kennebec | S95 2 0 |S336 18 0 |S448 2 1
Kennebec |[S131 15 9 |S338 33 1 |S453 2 0
Kennebec S340 60 0 | M37 2 0
Kennebec S346 25 0 | M38 2 0
Kennebec S356 39 0 48
Lad
amari);la Cl4l >4 3 3
Monalisa S269 47 0 0
Red Pontiac | S176 9 6 |S331 17 3 | S388 3 0
Red Pontiac | S129 11 2 S491 2 0 11
Spunta S141 3 0 S519 6 2
Spunta S205 3 2 | S335 37 8
Spunta S155 48 3 | S357 68 1 16
Total 263 76 913 43 48 13 132

Del total de tubérculos sintomaticos analizados en 2016 y 2018, fueron positivos a Lso el 27 y

el 29 %, respectivamente. Sin embargo, en 2017 solo se encontr6 la bacteria en 43 de los 913

tubérculos analizados que presentaban algiin sintoma, debido probablemente a la aparicion de

otras sintomatologias en tubérculos en ese afio.
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En 2016, afio en el que el porcentaje de Lso en tubérculos fue mayor, solo cinco lotes no
tuvieron algln tubérculo positivo. El resto oscilaron entre 0,5 (1 tubérculo Lso+/lote) y 6,5 %
(13 tubérculos Lso+/lote) de tubérculos positivos a Lso. El lote S28, en el que se habia
encontrado una planta positiva para Lso, no obtuvo ningtn tubérculo positivo, y en el lote S228,
donde habia aparecido la otra planta positiva, tuvo 2 tubérculos positivos.

En el afio 2017 (tabla 4.5.) el porcentaje de lotes afectados fue menor, encontrando tubérculos
positivos en la mitad de los lotes analizados. El porcentaje de tubérculos positivos por lote
oscilo entre los mismos valores obtenidos en 2016 (0,5-6,5 %).

En el afio 2018 (tabla 4.5.) el porcentaje de lotes afectados volvid a descender, hasta el 36 % de
lotes afectados. En este caso el porcentaje de tubérculos infectados por lote fue también menor,
con valores entre 0,5-1,5 %.

No se encontraron diferencias significativas en el andlisis de varianza del porcentaje de

tubérculos infectados por variedad (DF=10, F valor=0,35, P valor=0,96)

4.4.5. Analisis de los tubérculos de plantas positivas

En primer lugar, se separaron los tubérculos pequefios o momificados, en los que era imposible
analizar o visualizar los sintomas y realizar el anélisis de Lso, debido al grado de deterioro que
presentaban (Tabla 4.6.) El resultado fue muy variable, con plantas con pocos tubérculos, pero
que en todo caso se pudieron analizar, hasta plantas con un ntimero alto de tubérculos, pero en
las que mas de la mitad eran muy pequefos y estaban momificados, por tanto, no viables.

El resto de tubérculos fueron evaluados en cuanto a la sintomatologia clésica de zebra chip,
separando aquellos sintomaticos de los asintomaticos, para realizar posteriormente el analisis
de Lso. La mayoria de los tubérculos evaluados fueron sintomadticos, y solo uno de ellos
sintomatico fue negativo. De los 4 tubérculos asintomaticos, dos fueron positivos y dos
negativos.

En 2018 las plantas positivas estaban muertas en la tltima visita y no habian desarrollado

tubérculos.
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Tabla 4.6. Numero de tubérculos por planta, nimero de tubérculos no viables y tubérculos sintomaticos y
asintomaticos, y en cada caso niimero de tubérculos positivos a Lso de las plantas positivas a Lso detectadas en la
localidad de Zamaduefias, afios 2016-2017.

Tubérculos Tubérculos

N N tubérculos sintomaticos asintomaticos

Afo Lote Variedad tubérculos .
/planta no viables N tLso N Lo
tubérculos tubérculos

2016 S28 Agria 2 - 2 2 - -
2016  S228 Baraka 4 - 4 3 - -
2017 S-335 Spunta 13 7 5 5 1 1
2017 S-357 Spunta 25 17 8 8 0 0
2017 S-319 Hermes 7 2 3 3 2 0
2017 S-334  Kennebec 1 0 1 0 0 0
2017 S-333 Baraka 11 5 5 5 1 1

4.5. Discusion

Los tubérculos de siembra utilizados para el ensayo, previamente evaluados en el momento de
la siembra, fueron asintomaticos y germinaron con normalidad, lo que en principio descartaria
la posibilidad de transmision a partir de este 6rgano.

Los sintomas mayormente encontrados en las plantas positivas para Lso fueron clorosis y
raquitismo, sintomas muy inespecificos que pueden confundirse con carencias de nutrientes u
otras enfermedades de las plantas. La aparicion de otros sintomas como hojas con bordes
morados, aparecieron con frecuencia asociados a la variedad de piel roja Red Pontiac,
encontrando solo una planta positiva. En general todos los sintomas aumentan desde la primera
visita, momento en el que se esta desarrollando la planta, hasta la segunda visita, en el que se
produce el crecimiento de los tubérculos. Es este momento cuando aparecen los sintomas de
tubérculos aéreos y bordes de las hojas morados, estrechamente asociados a ZC. En los
tubérculos, de forma general, la bacteria se detect6 en aquellos que presentaban los sintomas de
rayado tipicos de ZC, siendo, por tanto, los sintomas de ZC mas facilmente detectables en
tubérculo que en planta. Hubo alguna ocasion en que los tubérculos presentaban deterioro o
pudricion de los tejidos, siendo por tanto mas dificil de detectar los sintomas asociados a la
enfermedad.

Tanto el naimero de plantas como de tubérculos infectados fue bajo, sin embargo, el nimero de
tubérculos Lso+ fue alto en relacion con el nimero de plantas donde fue detectada la bacteria.
Mientras que el desarrollo de los sintomas de la enfermedad en la planta est4 correlacionado

con el bloqueo de los vasos del floema, la cantidad inicial de bacteria y la respuesta inicial de
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la planta, la cantidad de bacteria en el tubérculo en etapas posteriores de la infeccion no se
correlaciona con los sintomas (Alvarado et al., 2012). Esto justificaria que, en ocasiones, no se
detecten los sintomas de ZC en planta, encontrando tubérculos positivos a Lso afectados en el
momento de procesamiento (Sengoda et al., 2010).

La deteccion de la bacteria en plantas de patata fue muy baja. Es posible que en el momento de
la inspeccion algunas plantas positivas no presentaran sintomas y que los sintomas pudiesen
aparecer en el momento de la senescencia, enmascarados con el propio declive de la planta en
ese momento. Ademas, Lso es una bacteria que se distribuye de manera desigual dentro de la
planta hospedante debido al movimiento dentro del floema o que puede encontrarse en unos
niveles muy bajos en la zona de la planta donde se alberga, lo que dificultaria la deteccion de
Lso en el analisis (Tatineni et al., 2008; Teixeira et al., 2008; Levy et al., 2011). Los métodos
actualmente utilizados para la deteccion de Lso requieren que la planta presente un nivel
adecuado de la bacteria, que suele ocurrir unas semanas después del momento de la infeccion
(Haapalainen, 2014). En nuestro estudio se han encontrado plantas que en una primera visita
fueron positivas para la bacteria y en analisis posteriores no, lo que indica la dificultad de
detectar la bacteria con el método disponible. En algliin caso, la planta encontrada en la tercera
visita estaba muerta, lo que parece indicar que los tejidos en el momento del andlisis se
encontraban muy afectados, y esto también podria dificultar la deteccion de Lso.

Es importante tener en cuenta los factores ambientales para el desarrollo de sintomas de ZC en
planta y en tubérculo. La multiplicacion de patogenos y el progreso de los sintomas se reducen
a temperaturas entre 12 y 17 °C y se detienen a temperaturas superiores a 32 °C (Munyaneza et
al., 2012b). En nuestro estudio, la temperatura media diaria entre los meses de junio y agosto,
estuvo dentro del rango 6ptimo para la incubacion de ZC, por lo que en principio parece que
las condiciones de temperatura fueron las idoneas para el desarrollo de la enfermedad.
Ademas de unas condiciones favorables al desarrollo de la enfermedad, Lso require de un vector
para su transmision. Segun los datos obtenidos de la dindmica poblacional (Capitulo 3), la
poblacion de B. nigricornis, el psilido més abundante en la localidad de Zamaduefias donde fue
elaborado este estudio, se mantuvo en niveles bajos (maximo: 0,8 insectos/mangueo en el afio
2018), comparado con los valores obtenidos para otras especies vectores como, B. cockerelli,
T. apicalis o B. trigonica (Munyaneza et al., 2009c; Haapalainen et al., 2018a: Antolinez et al.,
2019). Sin embargo, la poblacion de B. nigricornis fue suficiente para provocar los niveles de
infeccion detectados en los tubérculos. Existen estudios que demuestran que el periodo general
de incubacion de la enfermedad es inversamente proporcional a las poblaciones de psilidos

(Rashed et al, 2012). En el caso de B. cockerelli, incluso encontrando poblaciones bajas, es
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posible que estos sean capaces de infectar rapidamente muchas plantas (Buchman ez al. 2011).
Con una baja presion del insecto, la deteccion del patdgeno por PCR puede ser indetectable en
planta hasta 3 semanas después de la infeccion (Levy et al., 2011). Para algunos autores la
deteccion de la bacteria en los psilidos vectores que infectan las plantas podrian dar mas
resultados mas fiables a la hora de detectar precozmente la enfermedad en una parcela (Hung
et al., 2004).

El momento de infeccion por el vector es un factor determinante para la deteccion de los
sintomas y el desarrollo de los mismos. En la zona de estudio donde se realizo el ensayo, el
maximo de adultos se produjo a primeros de julio, coincidiendo con el crecimiento vegetativo
de las plantas, y la cosecha no se realizo hasta mediados de septiembre, lo que indicaria un
tiempo suficiente para la infeccion. Estudios previos realizados en patata con B. cockerelli
sugirieron que las plantas infectadas menos de 6 semanas antes de la cosecha no mostraron una
reduccion significativa en el rendimiento de tubérculos en comparacion con el testigo no
infectado (Rashed et al, 2014). Sin embargo, si la infeccidén ocurria al menos 7 semanas antes
de la cosecha, coincidiendo con el crecimiento vegetativo, la iniciacion de los tubérculos y las
primeras etapas de crecimiento, se producia una reduccion significativa del rendimiento
(Dwelle, 2003).

Estudios previos relacionados con la trasmision de la enfermedad a través de tubérculos
positivos, reducen la importancia de esta forma de transmision (Henne et al., 2010a, Pitman et
al., 2011, Berry et al., 2011). En este estudio se observd que mas del 50 % de los tubérculos
recogidos de las plantas positivas a Lso fueron no viables, y el resto con escaso desarrollo. Esta
reportado que cuando aparece ZC, el desarrollo de tubérculo cesa y si las plantas se infectaron
antes de la iniciacion del tubérculo, no se forman los tubérculos (Buchman et al., 2012).

En cuanto a los resultados por variedad, no se encontraron diferencias significativas en los
analisis de Lso realizados en tubérculos. La presencia del insecto en las plantas tampoco habia
sido significativa en las variedades de patata estudiadas (capitulo 3). En estudios realizados en
Estados Unidos, todas las variedades comerciales de patata fueron susceptibles a Lso, aunque
ciertas lineas de mejora exhibieron cierta tolerancia (Munyaneza et al., 2010e), lo que ha dado
lugar a trabajos de mejora genética para incorporar resistencia en nuevos cultivares (Munyaneza
et al.,2010e; Novy et al., 2010).

ZC constituye un problema importante en el cultivo de la patata en zonas donde los haplotipos
de Lso detectados son A y B, asociados a la transmision de Lso por el psilido B. cockerelli
(Munyaneza, 2015). El haplotipo C, ligado a la transmision de 7. apicalis en el cultivo de

zanahoria, se ha detectado en tubérculos asintomaticos de patata en Finlandia, donde ZC no
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constituye un problema en este cultivo (Haapalainen ef al., 2018a). En Espafa, en estudios
recientemente realizados por Ruiz-Padilla et al. (2020), los haplotipos encontrados en muestras
vegetales de Apidceas y Solandceas fueron siempre los haplotipos D y E, y en el caso de los
tubérculos de patata, algunos procedentes de la zona productora de patata de Castilla y Leon, el
haplotipo que siempre se detectd fue el haplotipo E. Teniendo en cuenta la baja deteccion de
Lso y de sintomas asociados con la enfermedad de ZC en el cultivo de patata cuando se trata
de otros haplotipos diferentes al A y B, es posible que esté influyendo el tipo de haplotipo en

un menor desarrollo y propagacion de la enfermedad.

4.6. Conclusiones

Tanto las condiciones ambientales como el nivel de poblacion de psilidos potencialmente
vectores de Lso (B. nigricornis) en la zona de estudio fueron suficientes, para poder encontrar
la bacteria y los sintomas tanto en las plantas como en los tubérculos. Sin embargo, los sintomas
compatibles con ZC fueron bajos tanto en planta como en tubérculo, al igual que la deteccion
de Lso en ambos 6rganos, aunque, el alto nimero de tubérculos Lso+ en relacion con el nimero

de plantas infectadas, sugiere la existencia de plantas sin sintomas positivas, no detectadas.
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Capitulo 5: Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que la tnica especie de psilido capaz de transmitir Lso en
cultivos de patata en la Peninsula Ibérica es B. nigricornis, especie predominante en las capturas
realizadas, apareciendo tanto en las zonas de patata de consumo como de siembra de Castilla y
Leon. Se trata de una especie que prevalece en el cultivo en los momentos de mayor follaje de
la planta y es la tinica especie capaz de completar su ciclo bioldgico en este cultivo.

Los niveles poblacionales de B. nigricornis en las parcelas de patata de Castilla y Leon fueron
bajos, no pareciendo suficientes para ser considerada plaga, asi como el porcentaje de insectos
vectores con la bacteria. Todo ello justificaria la baja incidencia de la enfermedad encontrada
en cultivos de patata de Castilla y Ledn, con un escaso nimero de plantas encontradas positivas
a la bacteria.

Sin embargo, fue posible encontrar la bacteria y los sintomas tanto en las plantas como en los
tubérculos en muestreos de campo realizados de forma exhaustiva y periddica en una parcela
de ensayo, con un nivel de poblacion de individuos de B. migricornis y un porcentaje de
individuos portadores de la bacteria bajos, similares a los encontrados en las parcelas
convencionales de patata. El nimero de plantas y tubérculos con sintomas compatibles con ZC
fueron bajos, al igual que la deteccion de Lso en ambos érganos, aunque, el alto nimero de
tubérculos con Lso en relacion con el numero de plantas infectadas, sugiere la existencia de
plantas asintomaticas positivas, no detectadas.

La adquisicion de la bacteria por parte del vector no parece provenir de las plantas silvestres,
por tanto, considerando la proximidad de cultivos de patata a zanahoria en areas de produccion,
B. nigricornis adquiriria la bacteria en zanahoria para posteriormente transmitirla a la patata.
Por tanto, seria necesario estudiar si B. nigricornis es capaz de trasmitir Lso de zanahoria a
patata y si esa transmision es muy eficaz. En cuanto a la transmision del patdégeno por el
tubérculo, se observo que los tubérculos infectados mostraron una baja viabilidad y no en
principio no constituyen una fuente importante de in6culo.

En estudios previos realizados el haplotipo detectado en tubérculos de patata en la Peninsula
Ibérica ha sido el E (Palomo et al., 2014; Ruiz-Padilla et al., 2020), y augnue no se ha
identificado el haplotipo de Lso de los individuos de B. nigricornis donde se ha detectado la
presencia de la bacteria, y es de presuponer que el haplotipo de B. nigricornis sea el mismo.
Los haplotipos detectados en zonas donde ZC constituye un problema son los haplotipos A y

B, transmitidos por B. cockerelli, y aunque no existen estudios realizados sobre la patogenicidad
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del haplotipo E en el cultivo de la patata, parece que su aparicion en este cultivo constituye un
riesgo menor.

Los factores relacionados con la aparicion y propagacion de ZC en las condiciones de estudio,
como el haplotipo, el vector y su abundancia en el cultivo, o incluso las condiciones del cultivo,
son diferentes a los referidos con la aparicion de ZC en zonas donde constituye un problema
econdémico y epidemiologico en el cultivo de la patata, lo que nos lleva a deducir que ZC en las
condiciones estudiadas, asi como su posible propagacion, no parece un problema grave.

No obstante, y dadas las condiciones climaticas cambiantes y la consiguiente adaptacion de los
diferentes organismos a ellas, conviene proseguir con el monitoreo de esta enfermedad y sus
vectores de transmision que permitan la identificacion de las especies y la deteccion de la

bacteria en los individuos recogidos.
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