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ARTICULO CORTO

Deteccion de Ca Liberibacter solanacearum y fitoplasmas en
cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) en el Valle de Toluca

Detection of Ca Liberibacter solanacearum and phytoplasma in potato
crop (Solanum tuberosum L.) in Toluca Valley

*
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Omar Guadalupe Alvarado Gémez

Resumen

En México y Centro América se han detectado tubérculos de papa con manchado interno. Recientemente en Texas EUA
a esta enfermedad se le ha denominado “Zebra Chip” (ZC) o rayado de la papa, los sintomas foliares se asemejan al
sindrome denominado “Punta Morada de la Papa” (PMP) o enfermedad del “amarillamiento por psilidos” la cual es asocia-
da con la presencia de “Candidatus Liberibacter solanacearum”. El objetivo de esta investigacion fue detectar la presencia
de esta bacteria y de fitoplasmas en plantas de papa que presentaban la coloracion purpura de los foliolos. Durante el
ciclo primavera - verano 2011 y 2012 se hizo un muestreo en los municipios de Tenango del Valle, Zinacantepec, Villa de
Allende y San José del Rincén, del Estado de México. La deteccion de ambos patégenos se realizé mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con los iniciadores especificos para fitoplasmas: P1/P7, R1T6mF2/R16mR1 y para Ca Liberi-
bacter solanacearum: OA2/QOi2c, resultando el 35,8% de las plantas positivas para fitoplasmas y el 11,6% para la bacteria.
Los resultados indican que en algunas regiones productoras de papa del Estado de México, los dos presuntos agentes
causales del sindrome de PMP, fitoplasmas y Ca. Liberibacter solanacearum, pueden estar asociados.

Palabras clave: Candidatus Liberibacter solanacearum, Fitoplasma, punta morada.

Abstract

In Mexico and Central America have been detected stained potato tubers with internal browning; recently in Texas, USA,
this disease has been called “Zebra Chip” (zZC) or striped potato, foliar symptoms resemble the syndrome called “Potato
Purple Top” (PPT) or “psyllid yellows” disease which is associated with the presence of “Candidatus liberibacter solana-
cearum”. The aim of the current work was to detect the presence of this bacterium and phytoplasma in potato plants with
purple top symptoms. During 2011 and 2012 Spring - Summer cycle, a directed sampling was carried out in Tenango
del Valle, Zinacantepec, Villa de Allende and San José del Rincén, State of México. The detection of both pathogens was
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performed by Polymerase Chain Reaction (PCR) with specific primers for phytoplasmas: P1/ P7, R1T6mF2/R16mR1 and
for Ca Liberacter solanacearum: OA2/Oi2c, being 35,8 % from the positive plants for phytoplasmas and 11,6 % for this
bacterium. These results indicated that in some areas these two PPT syndrome suspected causative agents, phytoplasmas
and Ca. Liberibacter solanacearum, could be associated in the State of Mexico potato-producing region.

Key words: Candidatus Liberibacter solanacearum, Phytoplasm, Purple Top.
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Introduccién

El cultivo de papa (Solanum tuberosum L.) es uno de
los mas importantes en el Estado de México, con una
superficie cosechada de 1,677 ha y un rendimiento de
19,39 ton/ha para el afo 2010. Un defecto llamado
“papa manchada” fue reportado por primera vez en
México en 1994, y se caracteriza por desarrollar un
patron de necrosis estriada en cortes transversales del
tubérculo, necrosis que se acentda cuando las reba-
nadas de los tubérculos se frien. Se considera que la
produccion de papa ha sufrido pérdidas econémicas
del 70 al 90% por este tipo de danos. La misma sin-
tomatologia fue observada en el ano 2000 en Texas,
E.U.A nombrandole “zebra chip” y posteriormente en
Guatemala en donde se le llamé “papa rayada” (Mun-
yaneza et al., 2007), recientemente el mismo sindro-
me fue reportado en plantaciones de papa en Nueva
Zelanda (Liefting et al., 2008). Se considera que los
dafos econémicos son significativos en estos paises
y se ha dirigido la investigacion a conocer sus causas.
Los sintomas de la enfermedad conocida como PMP
en México son similares a ZC.

Por observaciones al microscopio electrénico y PCR
anidado, Secor et al., (2009) hipotetizaron que “zebra
chip” era causada por un fitoplasma, y que Bactericera
cockerelli estaba asociado con la enfermedad (Munya-
neza et al., 2007). Liefting et al., (2008) observaron en
un experimento con papa que ademas de los sintomas

mencionados, las plantas afectadas envejecian antes
de tiempo y los rendimientos disminuian hasta un 60%
comparado con el rendimiento esperado.

Paralelamente Liefting et al., (2008) determinaron que
los sintomas de “zebra chip” estan asociados con una
nueva bacteria cuyo nombre propuesto es “Ca Libe-
ribacter solanacearum”, la cual parece ser la misma
bacteria que causa el amarillamiento de los psilidos en
tomate y chile, Hansen et al., (2008) proponen como
“Ca L. psyllaureous”, la cual seria la cuarta especie co-
nocida hasta ahora del género Liberibacter.

De acuerdo con los investigadores referidos, esta nue-
va bacteria es transmitida por el psilido Bactericera
cockerelli, insecto ampliamente distribuido en la ma-
yoria de las zonas agricolas, en fechas recientes, en
otras regiones productoras de papa en el mundo se
ha determinado como agente causal a la bacteria Li-
beribacter. Con la idea de contribuir al conocimiento
de esta enfermedad. La presente investigacion tuvo
como objetivo detectar la presencia de Ca. Liberibac-
ter solanacearum vy fitoplamas en cultivos comerciales
de papa, en las principales zonas productoras en el
Estado de México.

Materiales y métodos

El muestreo se realizé en variedades comerciales de
papa de cuatro municipios productores del Valle de

Tabla 1. Ubicacién geografica de las localidades muestreadas para determinar la presencia de Ca. Liberibacter solanacearumy

fitoplasmas en el cultivo de papa (Solanum tuberosum L.).

Municipio Altitud Latitud Longitud
(msnm) (N) (O)
Tenango del Valle 2,857 19° 06" 30.63” 99° 39’ 08.72”
Zinacantepec 3,041 19° 14" 12.04” 99° 48’ 37.30”
Villa de Allende 2,380 19¢ 22" 00” 1002 09'05.92”
San José del Rincon 2,760 19245 11”7 100° 09" 36.84”
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Toluca (Zinacantepec, San José del Rincén, Tenango
del Valle y Villa de Allende) (tabla 1), en el ciclo pri-
mavera- verano 2011 y 2012; cuando las plantas se
encontraban en floracién y expresaban sintomas de
la enfermedad PMP. Se colectaron 30 muestras por
municipio correspondientes a foliolos con coloracién
purpura, y se procesaron en el Laboratorio de Fitopa-
tologia del Centro de Investigacion de Estudios Avan-
zados en Fitomejoramiento (CIEAF) perteneciente a la
Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Auté-
noma del Estado de México.

La extraccion de ADN de tejido foliar se realizé a partir
de 0.3 g siguiendo el método descrito por Dellaporta
et al., 1983, utilizando el kit de extraccién comercial
Plant DNAzol Reagent® (Invitrogen™). Para observar
la integridad del ADN extraido se prepar6 un gel de
agarosa a una concentracion de 0.8% tefido con bro-
muro de etidio (0.1 ugmL'). Mediante un translumi-
nador de luz UV GVM20 Syngene se visualizaron las
bandas de ADN, la calidad y la concentracion de ADN
se midi6 en un biofotémetro marca Eppendorf. El ADN
obtenido se diluyé en agua destilada estéril para obte-
ner una concentracion final de 20 ng uL' y se guardo
a-20 °C para su uso posterior (Dellaporta et al., 1983).

La amplificaciéon consisti6 en tomar el ADN de
cada muestra y someterlo a una primera reac
cion de PCR utilizando el par de iniciadores P1/
P7:(5 -AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3" /5" -
CGTCCTTCATCGGCTCTT-37) y en una segunda amplifi-
cacion se utilizaron los iniciadores R16mF2/R16mR1:
57-CATGCAAGTCGAACGGA-3"-5"-CTTAACCCCAAT
CATCGA). El programa térmico utilizado en las PCR”s
para la deteccion de Fitoplasmas fue el reportado por
Lee et al, 1993

Para la deteccién de Ca Liberibacter solanacearum
se utilizaron los iniciadores especificos: OA2/Oi2c
5°-GCGCTTATTTTTAATAGGAGCGGCA-3"/57°-GCCT
CGCGACTTCGCAACCCAT-37), los cuales fueron dise-
nados a partir de la regién 16S rDNA y que amplifican
un fragmento de 1160pb (Liefting et al., 2008; Liefting
etal.,, 2009).

Las muestras se amplificaron en un termociclador au-
tomatico PTC-100 MJ Research y los productos de
PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles
de agarosa (P1/P7 1.0%, R16mF2/R16mR1 1.3%,
OA2 y Ol2c 1.0%) tedidos con bromuro de etidio (0.1
pug mL') en buffer TAE 1X, usando un transiluminador
de luz UV GVM20 Syngene. El tamano de los frag-
mentos obtenidos se determiné con el software Gene
Tools 3.1. con respecto al marcador de peso molecu-
lar Ladder 100 pb (Invitrogen ®).

Resultados y discusién

El ADN obtenido se encontré dentro del rango de
pureza adecuado para realizar la PCR (1.7-2.0) (Sam-
brook et al., 1989).

En la PCR-anidada se observé un fragmento de 1200
pb, tanto en el testigo positivo como en las muestras
problema (figura 1), detectandose de esta manera la
presencia de fitoplasmas en 43 plantas de papa.

La presencia de Candidatus Liberibacter solanacearum
se detecté en 14 plantas con sintomatologia de PMP,
por la amplificacién de un fragmento de 1160 pb (Fi-
gura 2).

Se detect6 la presencia de fitoplasmas en un 35,8%
de las muestras analizadas observandose el porcenta-
je mas alto (15%) en las muestras que provenian de

Figura 1. Productos amplificados por PCR-anidado. Pozo 1. marcador de peso molecular DNA Ladder 1 Kb (invitrogen ®), 2.
control positivo (ALC), 3. control negativo, 5-8. muestras de plantas de papa.
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Figura 2. Productos amplificados por PCR, con los iniciadores OA2 y Oi2c Pozo 1 marcador de peso molecular DNA Ladder 1 Kb
(invitrogen ®), 2 control positivo, 3-8 muestras de plantas de papa.

Tenango del Valle y el mas bajo (5%) en las pertene-
cientes a Villa de Allende. Con lo que respecta a Candi-
datus Liberibacter solanacearum el 12% de las plantas
analizadas con sintomas de PMP resultaron positivas,
encontrandose el porcentaje mas alto en la localidad
de Tenango del Valle con un 23,3%, mientras que para
Villa de Allende no fue detectado (tabla 2).

Los resultados confirman la presencia de fitoplasmas
en las cuatro zonas de estudio y de Candidatus Liberi-
bacter solanacearum solamente en 3. La presencia de
ambos patdgenos en una misma planta solo fue detec-
tada en Zinacantepec y Tenango del Valle.

La introduccion de Ca. L. solanacearum en México es
incierta, sin embargo la presencia del insecto vector B.

cockerelli asociada con su diseminacion ha sido repor-
tada desde 1947 (Vega et al.,, 2008), tiempo antes de
considerar a la bacteria potencialmente perjudicial en
solanaceas. El primer reporte de ZC en México fue en
1994 en campos de papa cerca de Saltillo (Munyane-
za et al., 2007).

Rubio et. al, (2011), sefalaron la presencia de fito-
plasmas y Candidatus Liberibacter solanacearum en la
region productora de papa de Toluca. Dichos resulta-
dos concuerdan con los encontrados en la presente in-
vestigacion al detectarse un 47,4% de plantas positivas
a fitoplasmas y Ca. Liberibacter solanacearum mien-
tras que el 52,6% restante negativo podria asociarse a
otros patogenos, lo cual coincide con lo reportado por
Secor et al., 2009.

Tabla 2. Porcentaje de la presencia de fitoplasmas y Candidatus Liberibacter solanacearum en plantas de papa con sintomas de

punta morada (Solanum tuberosum L.) por localidad.

Plantas positivas para (%)*:
Localidad . Candidatus Liberibacter Ambos
Fitoplasma solanacearum patogenos
Tenango del Valle 50 23,3 13,3
Zinacantepec 43,3 20 10
Villa de Allende 16,6 - -
San José del Rincén 33,3 3,3 -
Promedio General 35,8 11,6 5,8

*El tamafio de la muestra fue de 30 plantas por localidad
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La ausencia de los dos patégenos en la mayoria de
las muestras sintomaticas contrasta con el efecto que
causan los fitoplasmas y Ca. Liberibacter solanacea-
rum al bloquear el sistema de transporte de la savia
en el floema de las plantas (Maramorosch, 1998), y
expresar los sintomas de punta morada.

En la actualidad el desarrollo de estrategias de control
para Ca. L solanacearum vy fitoplasmas en cultivos de
papa se ha enfocado al manejo del vector B. cockerelli,
debido a que ambos patégenos se encuentran limita-
dos al floema y su medio de diseminacion entre plan-
tas es mediante injerto y via insectos vectores (Bové,
2006).

Conclusiones

Se detecto la presencia de fitoplasmas y Ca. Liberibacter
solanaceaum en el 47,7% de las muestras de plantas de
papa con sintomas de punta morada, en las principales
regiones productoras del Estado de México.
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