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PREFACIO

O volume Il da edicdo “Estudos em Biociéncias e Biotecnologia: Desafios,
Avancos e Possibilidades” disponibiliza ao leitor um contetido essencialmente focado
no estudo de plantas e interfaces para dar resposta a desafios cientificos e societais
especificos. O desenvolvimento de conhecimento cientifico e de tecnologia para
a producao sustentavel de plantas, bem como o seu processamento e valorizagdo é
fundamental para a transicao para uma bioeconomia e para a resposta a objetivos de
desenvolvimento sustentavel, estabelecidos pela Assembleia Geral das Nagdes Unidas.
O livro esta organizado em 12 capitulos que focam essencialmente a investigacdo
molecular de plantas, estudos de fisiologia, fitopatologia, cultivo e processamento, e
novas aplicacdes de plantas e das suas moléculas (produtos fitoquimicos).

Manuel Simdes
https://orcid.org/0000-0002-3355-4398
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RESUMEN: Actualmente el manejo y control
del sindrome de la Punta Morada de la Papa
se realiza mediante el control quimico del
vector con aplicaciones masivas de pesticidas
con un gran efecto adverso al ambiente y a la
salud humana. Por lo tanto, es indispensable
generar alternativas que permitan obtener
una produccion rentable y sustentable para
el productor, como es el uso de variedades
con caracteristicas de tolerancia o resistencia
a la enfermedad. El objetivo de este estudio
fue determinar el grado del dafio ocasionado
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por Candidatus Liberibacter solanacearum en el pardeamiento y porcentaje de brotacion
de tubérculos de papa. Se evaluaron 14 genotipos generados en el INIFAP (13 clones
y la variedad Nortefa), también se incluyeron las variedades comerciales Fianna,
Gigant y Mondial. En 11 clones y en las variedades Gigant y Mondial se registré dafo
de pardeamiento del tubérculo con valores que fluctuaron de leve (L) a muy fuerte (F+),
sobre todo cuando no se realizo la aplicacion de insecticidas. En los clones 07-09-35,
98-18-24 y en las variedades Nortefa y Fianna, no se observaron sintomas visuales del
sindrome de PMP en el tubérculo, pero si se detecto a la bacteria mediante PCR, menos
en el clon 07-09-35. Con estos resultados, se puede inferir que los materiales mexicanos,
sobre todos aquellos de periodo intermedio o semitardio se constituyen como una opcién
viable para la produccion sostenible de la papa ya que pueden llegar a cosecha antes
de estar sometidas a fuertes concentraciones de inéculo debido a poblaciones altas del
vector. Ademas, la ausencia de la bacteria causante de la PMP en los tubérculos, sobre
todo de aquellos que se pretenden usar como semilla, se debe establecer por métodos
moleculares como el PCR y no por la apariencia de los brotes para evitar su diseminacion
a nuevas areas de cultivo.

PALABRAS CLAVE: Papa. Punta morada. Pardeamiento. Brotacion.

BROWNING AND SPROUT PERCENTAGE IN TUBERS OF CLONES AND VARIETIES
OF POTATO (Solanum tuberosum L. INFECTED BY Candidatus Liberibacter
solanacearum

ABSTRACT: Currently, the management and control of Potato Purple Top syndrome is
carried out through chemical control of the vector with massive applications of pesticides
with a great adverse effect on the environment and human health. Therefore, it is essential
to generate alternatives that allow profitable and sustainable production for the producer,
such as the use of varieties with characteristics of tolerance or resistance to the disease.
The objective of this study was to determine the degree of damage caused by Candidatus
Liberibacter solanacearum in the browning and sprouting percentage of potato tubers.
Fourteen genotypes generated at INIFAP were evaluated (13 clones and the Nortefa
variety), the commercial varieties Fianna, Gigant and Mondial were also included. In 11
clones and in the Gigant and Mondial varieties, tuber browning damage was recorded with
values that fluctuated from mild (L) to very strong (F+), especially when insecticides were
not applied. In clones 07-09-35, 98-18-24 and in the Nortefia and Fianna varieties, no visual
symptoms of PMP syndrome were observed in the tuber, but the bacteria was detected
by PCR, less so in clone 07-09-35. With these results, it can be inferred that Mexican
materials, especially those from the intermediate or semi-late period, constitute a viable
option for the sustainable production of potatoes since they can reach harvest before
being subjected to strong concentrations of inoculum due to high vector populations.
Furthermore, the absence of the bacteria that causes PMP in potato tubers, especially
those that are intended to be used as seeds, must be established by molecular methods
such as PCR and not by the appearance of the sprouts to prevent its spread to new
growing areas.

KEYWORDS: Potato. Purple tip. Browning. Sprouting.
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1 INTRODUCCION

En Meéxico, la papa (Solanum tuberosum L.) se siembra en una superficie
aproximada de 60,000 ha bajo condiciones de riego y temporal, con una produccion
anual de 1°784,000 t (SIAP, 2020). La produccién es afectada por diversos problemas
fitosanitarios, el mas importante es el sindrome Punta Morada de la Papa (PMP), el
cual esta asociado a Candidatus Liberibacter solanacearum (Calso) y Candidatus
Phytoplasma spp (CaPhy) (Munyaneza, 2012; Caicedo et al., 2020). CalLso es una bacteria
a-proteobacteria gram-negativa, no cultivable in vitro, limitada al sistema vascular del
floema, es un parasito obligado de plantas e insectos, y presenta transmision horizontal
y vertical (Bertolini et al., 2015; Munyaneza et al., 2008, Munyaneza, 2012). Este problema
fitosanitario de la papa también es de gran importancia en otros paises como Nueva
Zelanda (Liefting et al., 2008), Estados Unidos de América y Centro América (Munyaneza
et al.,, 2007; Secor et al., 2009). Las regiones mas afectadas en México son el Centro
(Edo. de México, Puebla, Tlaxcala, Hidalgo, Veracruz), el Noreste (Coahuila y Nuevo Leén)
y el Bajio (Guanajuato y Michoacan). La region Noroeste (Sonora, Sinaloa, Baja California,
Chihuahua) y la zona de Tapalpa, Jal., son afectadas en menor grado que las anteriores;
sin embargo, el problema se ha ido incrementando (Rubio et al.,, 2011a). La transmision
de estos patogenos se realiza principalmente por vectores, para el caso de Calso se
reporta como vector a Bactericera cockerelli (Sulc), conocido como el psilido de la papa.
Los fitoplasmas estan asociados con la presencia de cicadélidos y saltones de hojas,
(Cuesta et al., 2021). La transmision también se realiza mediante tubérculos infectados
los cuales se utilizan como semilla (Caicedo et al., 2020; Cuesta et al., 2021). En un
estudio realizado en México Rubio, et al. (2011b), reportaron una estrecha asociacion
entre la poblacion de B. cockerelliy la incidencia de la PMP y también observaron que el
54 % de los tubérculos con los sintomas de la enfermedad eran positivos a la bacteria
Ca. Liberibacter solanacearum y solamente el 3.5 % fueron positivos a fitoplasmas, lo
cual soporta lo reportado por otros investigadores (Hansen et al., 2008; Liefting et al.,
2008; Venkatesan et al, 2010) y confirma que el principal agente causal del sindrome
de la PMP en México, al igual que en otros paises, es la bacteria Candidatus Liberibacter
solanacearum. Los tubérculos usados como semilla generalmente no brotan y si lo hacen
estos presentan brotes muy alargados o ahilados, como resultado los rendimientos
decrecen significativamente y el tamano de los tubérculos se reduce (Munyaneza, 2012).
Dependiendo de la etapa de desarrollo en que las plantas son infectadas, el rendimiento
de tubérculos puede disminuir entre 10 y 100 % o bien la calidad del tubérculo (manchado

de la pulpa), no es adecuada para su comercializacion y como consecuencia las pérdidas
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economicas son muy cuantiosas (Rubio et al., 2013). En la actualidad, el control de la PMP
se basa casi exclusivamente en la aplicacion intensiva de insecticidas quimicos, por lo que
es necesario establecer un sistema de control integrado de la enfermedad que incluya
el uso de variedades tolerantes, insecticidas biologicos y practicas culturales (Rubio et
al., 2013) y hasta el final hacer uso del control quimico, con productos, que respeten la
fauna benéfica. Por esa razon el objetivo de este trabajo fue determinar el grado del dafo
ocasionado por Candidatus Liberibacter solanacearum en el pardeamiento y porcentaje
de brotacion de tubérculos de papa.

2 MATERIALES Y METODOS

21 COLECTA DE MATERIALES

Durante el 2022 y 2023, se colectaron tubérculos 11 clones de papa y las
variedades comerciales Gigant y Mondial, los cuales presentaban brotes normales, sin

sintomas de infeccion por la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum (Figura 1).

Figura 1. Tubérculos de papa sin sintomas aparentes de infeccién por PMP.

Estos materiales se cultivaron bajo condiciones de campo en el Estado de México,
con aplicacion y sin aplicacion de insecticidas y se registro el grado de pardeamiento y
porcentaje de brotacién. En el estudio también se incluyeron los clones 07-09-35 y 98-
18-24, asi como las variedades Nortefa y Fianna, producidas bajo condiciones de campo
en el Estado de Coahuila con aplicacion de insecticidas. Estos materiales han presentado

estabilidad en el rendimiento y calidad de la cosecha.

2.2 DETECCION DE LA BACTERIA Candidatus Liberibacter solanacearum

La extraccion del ADN de las muestras (tubérculos y brotes) se realizd con la

metodologia reportada por Almeyda et al., 2001. La deteccion de la bacteria se realizd
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mediante la técnica de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa-Punto final y se
utilizaron los iniciadores Lp16S-2F/Lp16S-2R, disefiados sobre la secuencia del gen
que codifica para el ARN ribosomal 16S de la bacteria y que amplifican un fragmento
de aproximadamente 872 pb. Para el caso de los clones 07-09-35 y 98-18-24, asi como
las variedades Nortena y Fianna también se utilizaron los iniciadores Lp16S-ISR-RF/
Lp16S-ISR-RR disefados sobre la secuencia del gen que codifica para el ARN ribosomal
16S y en la region intergénica entre los genes ribosomales 16S y 23S de la bacteria,
los cuales amplifican un fragmento de aproximadamente 662 pb (Hansen et al., 2008).
Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 pL conteniendo: 5.0 pL
de Buffer PCR (1X) que incluye a los dNTP’s y el NaCl,, 2.0 yL de cada indicador (25
pMoles), 100 ng de ADN y 0.3 Unidades de la DNA Tag Polymesara y 13.7 uL de H20
estéril. El programa de amplificacion fue: Un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C por
5 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por 1 min, 60 °C por 30 sy 72 °C por 1 min, y un ciclo
de extension final a 72 °C por 10 min. Los fragmentos amplificados fueron fraccionados
en geles de agarosa al 1.5 %, se tifieron con el colorante Gel-Red y se visualizaron en un

transiluminador de luz ultravioleta.

3 RESULTADOS Y DISCUSION
31 PORCENTAJE DE PARDEAMIENTO Y BROTACION DE TUBERCULOS

El grado de pardeamiento registrado vario de leve (L) hasta muy fuerte (F+), en
los clones y variedades evaluadas, los mayores valores de pardeamiento se observaron
cuando no se realizé la aplicacion de insecticidas. El clon 1-13-1 y la variedad Gigant
registraron valores de pardeamiento del tubérculo de moderado (M) a moderado-fuerte
(M-F) sin aplicacion de insecticidas e incluso el porcentaje de brotacion fue mayor bajo
esta condicion de manejo (Cuadro 1). Sin embargo, es importante destacar que la brotacién
de los tubérculos de todos los clones y de las dos variedades fue del tipo conocido como
tallo de hilo, lo cual no es deseable si se quiere utilizar este material como semilla en un
siguiente ciclo de cultivo. Con base en la deteccion de CalLso por PCR, se puede inferir
que el grado de pardeamiento esta relacionado con la concentracion de la bacteria, ya
que este patogeno fue detectado con mayor sensibilidad en los tubérculos procedentes
de plantas sin aplicacion de insecticidas, es decir donde la presién del indculo fue mayor

debido a la presencia del vector.
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Cuadro 1. Grado de pardeamiento y porcentaje de brotacion de los tubérculos de 11 clones y dos variedades de
papa con y sin aplicacion de insecticidas.

Tratamiento
Clon Con . L, pag:g; i?eito Pot:(r:str;t;jgnde b-:-(i)‘:gc?gn
aplicacion Sin aplicacion

1-6-1 X M, F 73.8 Brote fino
1-6-1 X F 56.2 Brote fino
8-29 X M-F 30.0 Brote fino

8-29 X F 00 | e
11341 X L, M-F, F 515 Brote fino
1-1341 X M, M-F 71.4 Brote fino
3-7-8 X M, M-F 71.8 Brote fino
3-7-8 X F 275 Brote fino
4-5-6 X M, M-F 727 Brote fino
4-5-6 X F 428 Brote fino
01-8 X M 40 Brote fino
01-8 X F 6.8 Brote fino
4-6-7 X M-F 441 Brote fino
4-6-7 X M 10.0 Brote fino
4-5-6 X M, M-F 727 Brote fino
4-5-6 X F 42.8 Brote fino
4 X F+ 791 Brote fino
4 X M-F 38.7 Brote fino
Gigant X M-F 92.3 Brote fino
Gigant X M 100.0 Brote fino
Mondial X F+ 775 Brote fino
Mondial X F+ 50.0 Brote fino

L=Leve M= Moderado M-F=Moderado a fuerte F= Fuerte

3.2 DETECCION DE LA BACTERIA Candidatus Liberibacter solanacearum

F+= Muy fuerte.

Se detecto a la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum a partir del ADN

extraido de todos los tubérculos colectados durante el 2012 y 2013. Sin embargo, la

bacteria no se detectd cuando se utilizé el ADN extraido de los brotes provenientes de los

mismos tubérculos que resultaron positivos (en el cuadro 2, se muestran los resultados

obtenidos en 10 tubérculos y sus brotes).

Por lo que corresponde a los clones 98-18-24 y 07-09-35 y las variedades

comerciales Nortefia y Fianna, de 10 tubérculos colectados al azar, de cada uno de los

materiales, todos estuvieron libres del manchado de la pulpa o pardeamiento interno, asi
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como de sintomas en el haz vascular, que son los sintomas caracteristicos de infeccion
por el sindrome de la PMP. Ademas, los tubérculos muestreados presentaron brotacion

normal sin la presencia de brotes alargados o ahilados (Figura 2).

Cuadro 2. Resultados del analisis para la deteccién de Ca. Liberibacter solanacearum en tubérculos y sus brotes.

Muestra Resultado Muestra Resultado
Tubérculo 1 + Tubérculo 6 +
Brote 1 - Brote 6 -
Tubérculo 2 + Tubérculo 7 +
Brote 2 - Brote 7 -
Tubérculo 3 + Tubérculo 8 +
Brote 3 - Brote 8 -
Tubérculo 4 + Tubérculo 9 +
Brote 4 - Brote 9 -
Tubérculo 5 + Tubérculo 10 +
Brote 5 - Brote 10 -

Figura 2. Tubérculos de papa con brotacion normal, sin sintomas de brotes alargados o ahilados. A= Clon 07-09-35;
B= Clon 98-18-24; C= Variedad Nortena; D= Variedad Fianna.

Sin embargo, cuando se realizo el analisis mediante PCR para la deteccion de
la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum en los tubérculos muestreados, la
presencia del patogeno se registro en el clon 98-18-24 y en las variedades Nortena y
Fianna con los iniciadores Lp16S-ISR-RF/Lp16S-ISR-RR. Cuando se utilizaron los
iniciadores Lp16S-2F/Lp16S-2R, la bacteria no se detectd en ninguno de los genotipos
evaluados (Figura 3). Estos resultados pueden estar asociados a una baja concentracion
de la bacteria o a que los primers Lp16S-2F/Lp16S-2R, no tienen un 100 % homologia con
el gen ARN ribosomal 16S, por lo tanto, en bajas concentraciones la bacteria no puede

ser detectada.
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Figura 3. Amplificacion mediante PCR de fragmentos del gen RNA ribosomal 16S y de la region intergénica entre
el gen RNA ribosomal 16S y el gen 23S de Candidatus Liberibacter solanacearum a partir del ADN extraido de
diferentes genotipos de papa. Carriles M: Marcador de Peso Molecular HiperLadder™ 100bp; Carril 1: Testigo
negativo; Carril 2: Clon 07-09-35; Carril 3: Clon 98-18-24, Carril 4: Variedad Nortena; Carril 5: Variedad Fianna,
Carril 6: Testigo positivo, con los iniciadores Lp16s-2F/Lp16s-2R; Carril 7: Testigo negativo, Carril 8: Clon 07-09-35;
Carril 9: Clon 98-18-24, Carril 10: Variedad Nortefa; Carril 11: Variedad Fianna, Carril 12: Testigo positivo, con los
iniciadores Lp16S-ISR-RF/Lp16S-ISR-RR.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 M

Es importante sefalar que tanto el clon 98-18-24 como la variedad Nortena
son de ciclo tardio (120 dias después de la emergencia), por lo tanto, estuvieron mas
tiempo expuestos a la presencia del vector el psilido Bactericera cockerelli (Sulc). Por
consecuencia, la presion y presencia del patdégeno fue mayor en estos dos genotipos, lo
que permitié a la bacteria ser trasmitida e infectar a estos materiales en la ultima etapa
de su ciclo, ya que la aparicion de los sintomas del sindrome de PMP fue entre los 90
y 100 dias después de la emergencia del cultivo. En esta etapa el clon 07-09-35 y la
Variedad Fianna practicamente estaban en la etapa de cosecha (desvare) ya que son de
ciclo semitardio (100 a 120 dias después de la emergencia). Sin embargo, en la variedad
Fianna también se detect6 a la bacteria, aunque se puede asumir que su concentracion
fue menor que en el clon 98-18-24 y la variedad Nortefia en virtud a la menor resolucién
del fragmento amplificado (Figura 3-11). Por otra parte, se puede inferir que la variedad
Nortefia presenta mayor tolerancia al sindrome de PMP que el clon 98-18-24, ya que la
resoluciéon de amplificacion fue mayor en este Ultimo genotipo (Figura 3-9). Es conveniente
sefalar qué si los tubérculos no presentaron sintomas de manchado o pardeamiento
interno, ni tampoco sintomas en el haz vascular, no se puede inferir que fue debido a
caracteristicas de tolerancia de estos genotipos, si no que tal vez fue debido a que la
poblacidén de los vectores fue baja y ademas su control dejo de realizarse en los ultimos
dias del ciclo del cultivo Por lo tanto, la infeccion fue en la ultima etapa de desarrollo de
los genotipos principalmente de aquellos de ciclo tardio, por consecuencia los sintomas

no se expresaron en los tubérculos pero si en la parte aérea. Por otra parte, si bien es
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cierto que no se observaron sintomas de infeccion de la bacteria en los tubérculos y se
tuvieron brotes sanos (difiriendo con lo que senalado por Munyaneza et al., 2012), eso no
quiere decir que dicho material se deba utilizar como semilla ya que como sefalan Pitman
et al. (2011), la transmision de Calso de semilla tubérculo a planta es factible como pudo
comprobar mediante el andlisis por PCR, ya que la bacteria estuvo presente en al menos
tres genotipos y se constituye como el indculo inicial para un siguiente ciclo de cultivo,
teniendo mayor impacto en la presencia y diseminacion de la enfermedad que los propios
vectores como lo mencionan Hernandez et al. (2018), lo cual implica un alto riesgo de
pérdida entre el 60 al 80 % del rendimiento y del 100 % de la produccion para su uso en

la industria.

4 CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos, se puede establecer que todos los
materiales de papa evaluados en mayor o menor grado presentan dafo de pardeamiento
y brotacion anormal de tubérculo sobre todo cuando no se realiza el control quimico del
vector de la bacteria Candidatus Liberibacter solanacearum. Sin embargo, se puede inferir
que los materiales mexicanos, sobre todos aquellos de periodo intermedio o semitardio se
constituyen como una opcién viable para la produccioén sostenible de la papa. La ausencia
de la bacteria causante de la PMP en tubérculos de papa, sobre todo de aquellos que se
pretenden usar como semilla, se debe establecer por métodos moleculares como el PCR,

pero a partir del ADN extraido de tubérculo y no por la apariencia de sus brotes.
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