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Zebra Chip de la papa (papa manchada o papa rayada) es una
enfermedad causada por la bacteria Candidatus Liberibacter sola-
nacearum. Esta bacteria es un parasito obligado del floema de las
plantas que parasita o de los insectos que le sirven de vectores (psi-
lidos) en los que también vive y se multiplica. Ca. L. solanacearum
fue descrita por primera vez en California en cultivos de papa y en
Nueva Zelanda en cultivos de tomate y papa, y transmitida en am-
bos casos por el psilido Bactericera cockerelli. En Canarias y en la
Peninsula lbérica se detectd también este patdgeno en zanahoria
en 2012y, posteriormente, en apio y chirivia, en estos casos transmi-
tida por B. trigonica. Se detectaron tubérculos afectados de zebra
chip por primera vez en Espaia y Europa en Cantalbria en 2016, lo
gue supone un peligro potencial para un cultivo de gran importan-
cia econdmica. En este trabajo se han llevado a cabo prospecciones
en zonas productoras de papas en Tenerife con el fin de localizar
plantas con sintomas de zebra chip y psilidos vectores sobre los
gue realizar analisis de laboratorio para la deteccién de Ca. L. sola-
nacearum. Se visitaron 45 parcelas de papa en las que se recogie-
ron 67 muestras de plantas. En ninguna de las parcelas visitadas
se detectd B. trigonica ni ningun otro psilido mediante el uso de la
manga entomoldgica ni mediante el analisis visual, y tampoco se
detecto la bacteria en los analisis realizados en las muestras recogi-
das. Sin embargo, si se detectaron otros organismos como Rhizoc-
tonia, PLRV o fitoplasmas entre las plantas analizadas.

Palabras clave: Solanum tuberosum, psilido, Bactericera trigonica,
Bactericera cockerelli, Rhizoctonia, PLRYV, fitoplasma
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Prospeccion y estudio de zebra chip de la papa
en Tenerife asociada a Candidatus Liberibacter
solanacearum y de sus vectores

INTRODUCCION

El cultivo de la papa en Canarias ha sido uno de los principales
sustentos para los habitantes de las islas desde su introduccién
en el siglo XVI. En nuestras condiciones climaticas y con el paso
de los afos han subsistido lo que denominamos papas antiguas
de Canarias, también llamadas locales, “del pais” o de color, que
son variedades que provienen de las traidas desde América en
los intercambios migratorios y comerciales. Estas variedades
adaptadas a nuestras condiciones climaticas son muy apreciadas
por su sabor en las islas y también fuera de ellas.

Actualmente es el segundo cultivo en importancia en Tenerife,
por detras del platano. En 2017 la superficie de cultivo dedica-
da a la papa en la isla fue de 2.744 ha, en las que se produjeron
36.293 t (ISTAC, 2017). La papa es, por tanto, una de las fuentes
de ingresos mas importantes para los agricultores canarios y sus
problemas sanitarios son de gran interés.

Zebra chip es una importante enfermedad que afecta a la papa,
fue descrita en 1994 en México y desde entonces se ha detectado
en Norte y Centro América, y Nueva Zelanda (Figura 1) (EPPO,
2019). Esta enfermedad esta causada por la bacteria Candidatus
Liberibacter solanacearum (Munyaneza y col.,, 2010a y b), que
vive exclusivamente en el floema de las plantas hospederas y en
los insectos vectores, donde se multiplica (Liefting y col., 2009).
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Figura 1. Mapa de la distribucion mundial de Candidatus Liberibac-
ter solanacearum (EPPO, 2019)



El insecto vector de esta bacteria en el cultivo de la papa es el
psilido Bactericera cockerelli (Sulc, 1909) (Munyaneza, 2012) (Fi-
gura 2).
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Figura 2. Psilido vector de zebra chip (Bactericera cockerelli): A, adulto; B, ninfas; C, ta-
manos relativos de adulto, ninfas, huevos y melaza. (https:/gd.eppo.int)

En Espafia se han observado sintomas en zanahorias (Daucus
carota L.) y apio (Apium graveolens L.) desde el aino 2008, que
se han asociado con esta bacteria. En las Islas Canarias se citan
sintomas de amarilleos y enrojecimientos en cultivos de zanaho-
rias desde 1999 (Font y col., 1999), pero no es hasta 2012 cuando
se identifica Ca. L. solanacearum en muestras recogidas en 2009
(Alfaro-Ferndndez y col.,, 2012a y b).

Los sintomas que presentan las plantas de papa infectadas por
zebra chip se pueden confundir con otras afecciones como pue-
den ser las causadas por Rhizoctonia solani y el virus del en-
rollado de la hoja de la papa (Potato Leafroll Virus, PLRV). Sin
embargo, el aspecto caracteristico que muestran los tubérculos
afectados en muchas ocasiones, dependiendo de las variedades,
puede ayudar a excluir otras posibilidades (Henne y col., 2010).
Los sintomas que presenta la planta son: hojas amarillentas, clo-
roticas, con bordes rojos, entrenudos cortos, tubérculos aéreos,
retraso en el crecimiento, proliferacion de yemas axilares y en
algunos casos la muerte. Los tubérculos tienen menor tamafo
y al cortarlos pueden mostrar estrias de color marrdn claro. El
nombre de la enfermedad surge de la coloracién caracteristica
en forma de lineas radiales oscuras que presenta el interior del
tubérculo al freirse (Figura 3). Este cambio de aspecto y sabor
hace que los tubérculos pierdan calidad y no sea posible su co-
mercializacion, ocasionando pérdidas millonarias en el sector
(Munyaneza y col., 2007). El consumo de papas infectadas no
tiene riesgos para la salud.
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Se han descrito cinco haplotipos principales para Ca. L. solana-
cearum en el mundo de los que se han encontrado dos en Espa-
fa, los haplotipos D y E, que afectan a los cultivos de zanahoria y

Figura 3. Sintomas de zebra chip en la papa: A, hojas amarillentas y clordticas; B, hojas
acucharadas y con bordes rojizos; C, tubérculos aéreos; D y E, tubérculos con estrias; F,
coloracion caracteristica en forma de lineas radiales oscuras que presenta el interior del
tubérculo al freirse. (A, B, D, E, F: https://gd.eppo.int; C: Instituto Tecnolégico Agrario de
Castilla y Ledn (ITACyL)).

se transmiten a través del vector B. trigonica (Alfaro-Ferndndez
y col., 2017; Teresani, 2014). En el afio 2016 se detectaron tubér-
culos de papas con sintomas con el haplotipo E en la Comunidad
Auténoma de Cantabria, siendo el primer caso de Ca. L. solana-
cearum en Europa en cultivo de papa (Asensio y col., 2017). Por
lo tanto, teniendo en cuenta: (i) la importancia del cultivo de la
papa en Canarias, (ii) la presencia de Ca. L. solanacearum aso-
ciado a otros cultivos vy (iii) la deteccidn en la peninsula ibérica
de papas sintomaticas afectadas por Ca. L. solanacearum (ha-
plotipo E) se ha considerado de interés realizar una prospeccion
por zonas productoras de papa de Tenerife en la que estudiar la
posible presencia de esta bacteria y de psilidos vectores.

OBJETIVO

Determinar si en los cultivos de papa de Tenerife se encuentra la
enfermedad conocida como zebra chip: el agente etioldgico de
la misma (Candidatus Liberibacter solanacearum) y/o su vector
(Bactericera cockerelli).



MATERIALES Y METODOS

Prospeccion

Para llevar a cabo la prospeccidn se contd con el asesoramiento
de las Agencias de Extension Agraria del Servicio de Agricultura
y Desarrollo Rural del Cabildo de Tenerife en los recorridos que
se realizan para la preparacion de los avisos fitosanitarios de la
papa. La tabla 1y la figura 4 muestran la distribucidn de las par-
celas visitadas.

Tabla 1. Localizacion de las parcelas de papas prospectadas
Agencia de N° de N° de Superficie
Fecha Extension Municipio Localiza- M muestrea-
. . uestras
Agraria ciones da (m?)
La Laguna 1 2 1.270
21/03/17 La Laguna
El Rosario 3 3 3.330
Santa Ursula 2 3 4,350
20/03/17 Tacoronte
La Matanza 1 1 2.600
27/03/17 La Orotava La Orotava 6 6 17.840
Buenavista 4 6 14.660
29/03/17 Buenavista Los Silos 2 2 1.750
Tanque 1 2 170
Icod 4 5 2.380
04/04/17 Icod
Garachico 2 2 1.350
Granadilla 2 5 2.110
18/04/17 Granadilla
Vilaflor 1 2 6.000
04/05/17 Icod Icod 2 7 9.840
Arico 2 4 1.430
10/05/17 Arico
Fasnia 5 5 1.100
Arafo 2 3 1.050
16/05/17 Giiimar
Giiimar 4 6 6.900
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Figura 4. Mapa de distribucion de las parcelas de papa
prospectadas.

Se elabord un formulario para recoger la informacion de interés
de cada parcela: datos del agricultor y de la finca, coordenadas
del emplazamiento, tipo de cultivo, variedad, fecha de planta-
cion, listado de dafos visibles, estado fenoldgico del cultivo, tra-
tamientos fitosanitarios y observaciones.

A la llegada a la parcela se realizd una inspeccioén visual general
caminando por los bordes del cultivo y entre las plantas de papa,
buscando en las hojas: huevos, ninfas o adultos, en un minimo de
20 plantas. Ademas, se realizaron opcionalmente dos pasadas
con una manga con red de malla fina para atrapar insectos en
caso de que se observaran al caminar entre el cultivo. Los insec-
tos capturados se recogieron con un chupodptero y se conserva-
ron hasta su observacion y analisis en el laboratorio a 5-8°C en
una solucién de etanol con glicerol al 5%.

A continuacion, se buscaron plantas con sintomas similares a los
descritos para zebra chip como: hojas acucharadas, clordticas o
deformadas, amarilleos, enrojecimientos, enanismo y tubérculos
aéreos. En la Figura 5 se muestran algunos de estos sintomas. En
el caso de no encontrar plantas sintomaticas, se recogieron alea-
toriamente muestras de plantas asintomaticas. Se recogieron 1-3
plantas por parcela visitada.



Figura 5. A, hojas acucharadas; B, coloraciones rojizas; Cy D,
tubérculos aéreos.

Se recogieron principalmente muestras de la parte aérea de la
planta y de la zona radicular de cultivos en estadios anteriores a
la floracién o en floracion, evitando las primeras etapas de culti-
VO ya que apenas presentan masa foliar desarrollada. Tampoco
se recogieron muestras de plantas en los estadios finales del cul-
tivo, ya que en ese momento las ramas de la planta estan muy
deterioradas, presentan coloraciones amarillas, hojas acuchara-
das y mal aspecto en general. En esta fase no se puede distinguir
si estos sintomas se deben al estadio del cultivo o son conse-
cuencia de una enfermedad.

A la hora de recoger las muestras, se utilizd un cuchillo esteriliza-
do para cortar la hoja, que se introdujo en una bolsa de plastico
individual con el nombre de la zona o la finca, un nimero de re-
gistro y la fecha. Para ayudar a la ubicacion de la planta se utilizd
la aplicacion GPS Map Camera que proporciona una fotografia
con las coordenadas de la localizacion (Figura 6).
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Calle Vereda del Llano, 16 Decimal DMS

San Cristébal de La Laguna
Latitude 28511964 28730143 K

Longitude -16.302786 1671810°W

’1(mar) 09:39(a. m.)

Figura 6. Vista de pantalla de la aplicacion GPS Map Camera.

En el laboratorio se realizd el procesamiento del material recogi-
do en campo. Se fotografiaron todos los foliolos de cada plan-
ta juntos y por separado, y se anotaron todas las observaciones
relevantes que se pudieran apreciar a simple vista. Se buscaron
insectos, huevos u otros restos de interés bajo la lupa binocular
(Nikon SMZ645). Los insectos encontrados se introdujeron en
tubos de ensayo en etanol absoluto con glicerol al 5% para su
conservacion en nevera y poder clasificarlos o analizarlos poste-
riormente.

Preparacién de la muestra para la detecciéon de Ca. L. solana-
cearum

Las muestras foliares recogidas en campo se limpiaron de restos
de suciedad y productos fitosanitarios. Se recortaron los nervios
centrales y se introdujeron en una bolsa de extraccion BIOREBA
hasta completar aproximadamente 1g de material vegetal donde
se triturd con un homogeneizador manual (Bioreba homogeni-
zer hand model Art. No. 400014). A continuacidn, se afadieron
10 ml/g de tampodn de extraccion PBS (tampdn fosfato salino).
Los extractos de las hojas mezclados con el tampodn se homoge-
neizaron. El extracto de la muestra se congeld en tubos Eppen-
dorf de 1,5 ml a -20°C si no se iba a utilizar inmediatamente, y



para su conservacion (Figura 7). Para la extraccion del ADN de
los triturados de las muestras se utilizé el método de bromuro de
cetil-trimetil amonio (CTAB) formulado por Murray y Thompson
(1980). Los extractos de ADN obtenidos se analizaron o se con-
gelaron a -80°C hasta su uso.

Figura 7. A, bolsas BIOREBA con el extracto vegetal y tampdn de extracciéon; B, bolsas
con el extracto en tampdn y tubos Eppendorf con el extracto listo para congelar.

Deteccidn de Ca. L. solanacearum en el extracto vegetal me-
diante PCR en tiempo real

Para la deteccion de Ca. L. solanacearum se utilizd un kit espe-
cifico de la marca Plant Print Diagnostics. Este protocolo esta
citado en la norma que describe la European and Mediterranean
Plant Protection Organization (EPPQO) para el sistema de control
de B. cockerelli y del patégeno bacteriano Ca. L. solanacearum.
Este kit es capaz de detectar todos los haplotipos de la bacteria.
Para la PCR en tiempo real se utilizd un equipo Applied Biosys-
tems StepOnePlus programado como recomendaba el fabrican-
te del kit, controlado por el programa StepOne 2.0 (Figura 8).

Figura 8. Procedimiento de deteccién de Ca. L. solanacearum mediante PCR en tiempo
real (Teresani, 2014): A, muestras a analizar y microplacas de PCR; B, equipo de PCR en
tiempo real (Applied Biosystems StepOnePlus); C, lectura de positivos en la pantalla.
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Deteccidon de otros organismos nocivos (fitoplasmas, PLRV y
Rhizoctonia)

Para la deteccidn de fitoplasmas mediante PCR en tiempo real se
utilizé el protocolo descrito por Hren y col. (2007) empleando el
equipo citado anteriormente.

La deteccion de PLRV se realizd mediante andlisis ELISA-DAS
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay - Double Antibody
Sandwich) utilizando un kit especifico de la empresa BIOREBA
AG (OLRV N2 Art. 110675). El procedimiento utilizado fue el des-
crito por el fabricante (Figura 9).

Figura 9. Deteccion de PLRV mediante ELISA-DAS: A, microplaca preparada para la
lectura en el equipo BIO-TEX ELx800; B, microplaca con pocillos positivos coloreados.

La deteccion de Rhizoctonia se realizd bajo la lupa binocular (Ni-
kon SMZ645) y el microscopio (Nikon Eclipse 80i) sobre frag-
mentos de tallo o raices para localizar rizomorfos y esclerocios.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante las visitas a campo se recogieron muestras de varieda-
des de papas antiguas de Canarias y de papas de consumo obte-
nidas de variedades de siembra de importacion. Se visitaron 45
parcelas en las que se recogieron 67 muestras. Los resultados de
las prospecciones de papa se muestran en la tabla 2. Del total de
las fincas visitadas, el 69% presentaba plantas con alguno de los
sintomas similares a los descritos para zebra chip que se reco-
gieron para su analisis y en el otro 31% se tomaron aleatoriamen-
te de 1 a 3 muestras asintomaticas. El sintoma observado con
mas frecuencia fue el de hojas deformadas con un porcentaje del
36%, seguido de los amarilleos con un 33,8%, hojas acucharadas



con un 18%, hojas moradas con un 16,9%, hojas clordéticas con un
10,7%, plantas con tubérculos aéreos con un 6% vy, por ultimo, el
sintoma menos frecuente fue el enanismo con un 4,6%.

Tabla 2. Resultados de la prospeccion en cultivos de papa

RUSICISE L N°de | N°de | Psili- | Ca.L sola-| Fito- Rhizoc-
Extension | Municipio | Fecha PLRV .
. parcelas | Muestras | dos nacearum | plasmas tonia
Agraria
La Laguna 2 2
La Laguna — 21/03/17
El Rosario 3 3
Santa
Ursula 2 3
Tacoronte 20/03/17
La Ma-
1 1
tanza
La Orotava | La Orotava | 27/03/17 6 6 4
o N 2 |
Buenavista
29/03/17
del Norte | Los Silos ad 2 2 1
Tanque 1 2
Icod 4 5 1
Icod_delos : 04/04/17
Vinos Garachico 2 2
. Granadilla 2 5 1
Granadilla 18/04/17
Vilaflor 1 2
Icod Icod 04/05/17 2 7 1 1
_ Arico 2 4 1 1
Arico - 10/05/17
Fasnia 5 5 2 2
Arafo 2 3 1
Giliimar 16/05/17
Giiimar 4 6 1

De las 67 muestras de papa obtenidas y analizadas para la detec-
cion de Ca. L. solanacearum mediante PCR en tiempo real ningu-
na fue positiva. En ninguna de las parcelas visitadas se detecto la
presencia de B. trigonica ni ningun otro psilido mediante el uso
de la manga entomoldgica ni mediante el andlisis visual.
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Los analisis realizados dieron como resultado que cuatro de las
muestras recogidas fueron positivas a fitoplasmas. Las muestras
mostraban sintomas de hojas acucharadas y deformes principal-
mente. Una de las muestras asintomaticas resultd también posi-
tiva a fitoplasmas (Figura 10).

(B |

Figura 10. Plantas en las
que se detectaron fito-
plasmas y PLRV: A, hoja
con escasos sintomas y
positiva a fitoplasmas y
PLRV; B, hoja con sinto-
mas y positiva a fitoplas-
mas.

Catorce de las muestras resultaron positivas en el test ELISA rea-
lizado para la deteccidon del virus del enrollado de la hoja de la
papa (PLRV). Los sintomas mas repetidos en estas muestras fue-
ron hojas abarquilladas y con los bordes de color morado rojizo
(Figura 11), dos de las muestras que resultaron positivas prove-
nian de plantas asintomaticas.

Figura 11. Plantas en las
que se detectd PLRV: A,
hoja con foliolos abarqui-
| llados y con los bordes
de coloraciones rojizas;
B, vista general de planta
con hojas retorcidas y ro-
jizas positiva para PLRV.

Solamente dos de las muestras fueron positivas para Rhizocto-
nia. Las muestras presentaban enanismo, tubérculos aéreos, co-
loraciones oscuras en el tallo y algunas hifas superficiales (Figura
12). Después de llevar las plantas enteras al laboratorio y realizar
las observaciones correspondientes a la lupa y al microscopio
optico, se concluyd que estaban afectadas de Rhizoctonia al de-



tectarse rizomorfos y esclerocios en cuello y/o tubérculo.

Figura 12. Plantas en las que
se detectd Rhizoctonia: A,
planta con tubérculos aé-
reos y cuello oscuro; B, de-
talle de tubérculos aéreos
en las axilas de los foliolos
de la planta.

Desde abril de 2017 el Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimenta-
cion y Medio Ambiente ha implantado en todo el territorio espa-
Aol un Plan de Contingencia con el objetivo de detectar y contro-
lar la presencia de Ca. L. solanacearum en los cultivos de papa.
Los laboratorios de diagnodstico de cada Comunidad Auténoma
son responsables de analizar las muestras de papa recibidas de
las inspecciones vy alertar en caso de un positivo.

El Unico caso de Ca. L. solanacearum declarado en Espafia y den-
tro de la Unién Europea en tubérculos de papa sintomaticos, fue
registrado en diciembre de 2016 en la Comunidad Auténoma de
Cantabria. También se han desarrollado otros estudios académi-
cos en Salamanca y Segovia sobre la presencia de psilidos en el
cultivo de la papa. Antolinez y col. (2019) obtiene resultados si-
milares a los de este estudio, encontrando Unicamente la presen-
cia de B. nigricornis en papa, aunque en muy bajas cantidades.
Este psilido no se encuentra presente en las Islas Canarias. En el
momento en el que se realiza este trabajo no hay constancia ofi-
cial de otros estudios de Ca. L. solanacearum y sus vectores en el
cultivo de la papa en Canarias.

CONCLUSIONES
1.-En las prospecciones realizadas en cultivos de papa de Tene-
rife no se han encontrado plantas afectadas por zebra chip: no
se encontraron psilidos asociados al cultivo ni se detecté Candi-
datus Liberibacter solanacearum en ninguna de las muestras de
papa analizadas.
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2.-Sin embargo, en los cultivos de papa visitados se observaron
sintomas similares a los descritos para zebra chip en el 69% de
las parcelas visitadas como: hojas deformadas (36%), amarilleos
(33,8%), hojas acucharadas (18%), hojas moradas (16,9%), hojas
clordticas (10,7%), plantas con tubérculos aéreos (6%) y plantas
que presentaban enanismo (4,6%).

3.-Los andlisis de las muestras de papas con dichos sintomas per-
mitieron detectar: fitoplasmas (3 muestras con hojas acuchara-
das y deformes), virus del enrollado de la hoja de la papa (PLRV)
(12 positivos con sintomas principalmente de hojas acucharadas
o deformes y coloraciones rojizas), Rhizoctonia (2 muestras con
coloraciones oscuras en los tallos, enanismo y tubérculos aéreos).
Ademas, se detectaron patdgenos en muestras asintomaticas (2
casos de PLRV y 1de fitoplasmas en las 16 plantas asintomaticas
analizadas).
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