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Bactericera trigonica Hodkinson.

Caracterizacion molecular
de tres especies del “complejo
Bactericera nigricornis

Forster” utilizando codigo
de barras de ADN

La correcta identificacién de un insecto plaga es un paso fundamental
para su seguimiento y para la aplicacién de medidas de control
adecuadas. El complejo denominado “Trioza (Bactericera) nigricornis
Forster"alberga tres especies morfoldgicamente similares, Bactericera
trigonica Hodkinson, Bactericera nigricornis (Forster) y Bactericera
tremblayi (Wagner), potenciales vectores de la bacteria “Candidatus
Liberibacter solanacearum”, que puede causar enfermedades en
zanahoria, apio y patata. Estas tres especies de psilidos se pueden
confundir cuando se encuentran conjuntamente en los cultivos, de ahi
la necesidad de disponer de una técnica que permita la discriminacién
precisa de las mismas. En este estudio se pretende explicar la
problematica de las tres especies del complejo presentes en Espana y
proporcionar una herramienta basada en el cédigo de barras de ADN
(DNA Barcoding) para su identificacién.
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Figura 1. Sintomas de 'Candidatus Liberibacter solanacearum’ en patata (https/gd.eppo.int). Corte transversal de tubérculo préximo al estolon (izquierda) y danos

en patatas fritas (derecha).

Candidatus Liberibacter solanacearum
(Lso) es una bacteria fitopatdgena
Gram-negativa, no cultivable in vitro,
gue vive exclusivamente en el floema
de sus plantas hospedadoras y en
diversas estructuras de los insectos
que le sirven de vectores (Munyaneza,
2012). Estos vectores pertenecen a
la superfamilia Psylloidea, que son
insectos con aparato bucal tipo picador-
chupador, cuyos adultos transmiten la
bacteria tanto horizontalmente, de
planta a planta por alimentacion, como
verticalmente, mediante transmision
transovarica dentro de la poblacién
del psilido (Munyaneza y col., 2007).
La especie de psilido implicada en la
transmisién de Lso varfa en funciéon
de las areas geogréficas y las plantas
hospedadoras. En América y Nueva
Zelanda, la bacteria es transmitida
por el psilido de la patata y el tomate,
Bactericera cockerelli Sulc, a un gran
numero de solandceas como tomate,
pimiento, berenjena y, especialmente,
patata, en la que provoca una de
las enfermedades méas graves de
dicho cultivo, el Zebra chip (Butler y
Trumble, 2012). Su nombre deriva de
la aparicién de manchas en el interior
de los tubérculos infectados que se
parecen a las rayas de una cebra.
Estas rayas se acentlan cuando se
procesan dichos tubérculos como
patatas fritas (tipo chip en inglés),
lo que los hace comercialmente
inaceptables (Figura 1). Debido a esto,
la enfermedad ha causado millones de
dolares de pérdidas a la industria de
la patata y ha conducido en algunos
sitios al abandono total del cultivo
(Munyaneza, 2012). En Europa vy
en el Norte de Africa, la situacion es

Figura 2. Sintomas de ‘Candidatus Liberibacter solanacearum’ en zanahoria.

bastante diferente, ya que Lso afecta
a las apiaceas y, principalmente, al
cultivo de zanahoria. En estas regiones
Lso es transmitida por dos psilidos,
Bactericera trigonica Hodkinson 'y
Trioza apicalis Forster (Munyaneza
y col., 2010a; Nelson y col., 2012).
Trioza apicalis se encuentra en el norte
y el centro de Europa, mientras que
Bactericera trigonica se distribuye por
la region mediterranea. Los sintomas
de esta enfermedad en zanahoria son
amarilleos y enrojecimientos de las
hojas, puntas rojas, presencia anémala
de brotes, emision abundante de
raices  secundarias, enanismo vy
envejecimiento prematuro (Figura 2)
(Munyaneza y col., 2010b)

Hasta ahora, se pensaba que Lso
afectaba solamente a los cultivos de

PHYTOMA Espaia / N° 318 / Abril 2020 | 46

apiaceas en Europa; sin embargo, se
han detectado tubérculos y plantas
de patata naturalmente infectadas
por la bacteria en Espafa y Finlandia,
respectivamente (MAPAMA, 2017,
Haapalainen y col., 2018). Debido a
la ausencia en Europa del Unico vector
conocido de Lso en patata, Bactericera
cockerelli, no se sabia cémo se habian
infectado estas plantas y qué especie
de psilido estaba implicada. Varios
estudios han demostrado que el riesgo
de latransmision de Lso de la zanahoria
a la patata por los dos vectores de Lso
presentes en Europa era muy limitado,
ya que no son capaces de alimentarse
del floema de las plantas de la patata
(Teresani y col.,, 2017; Antolinez y
col., 2017; Haapalainen y col., 2018).
Esto es un requisito esencial para la
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Figura 3. Forma del paramero de B. trigonica (izquierda), B. tremblayi (centro) y B. nigricornis (derecha).

Figura 4. Forma del edeago de B. trigonica (izquierda), B. tremblayi (centro) y B. nigricornis (derecha).

Figura 5. Forma de los conos genales de B. trigonica (izquierda), B. tremblayi (centro) y B. nigricornis (derecha).

transmision de la bacteria, ya que esta
se localiza y se replica en la planta
Unicamente en ese tejido conductor.
Sin embargo, otras especies de psilidos
presentes en ambos cultivos podrian
ser capaces de alcanzar el floema y
actuar como vector en patata, siendo
este el caso de Bactericera nigricornis
(Forster). Este ha sido mencionado,
en un estudio realizado por Antolinez
y col. (2019), como la especie de
psilido predominante en los campos
de patata de Espana. Ademads, se
ha detectado Lso en individuos de
Bactericera nigricornis (Teresani y col.,
2015; Asensio Sanchez-Manzanera
y col., 2018; Antolinez y col., 2019).
También otra especie del género
Bactericera ha sido detectada en

campos de hortalizas de Espafa,
la psila del puerro y de la cebolla
(Bactericera tremblayi (Wagner)), que
ha sido asociada a diversos desarreglos
vegetativos en estos cultivos (Ouvrard
y Burckhardt, 2012). Antolinez vy
col. (2017) han citado que, aunque
Bactericera  tremblayi no puede
reproducirse en zanahoria, es capaz de
alimentarse del floema de la misma 'y
podria usarla como planta de alimento
temporal en ausencia de puerro y
cebolla. Sin embargo en sus ensayos
no pudo transmitir Lso de zanahoria a
zanahoria y no es un vector probable
de Lso de apidceas a patata.

Para entender las implicaciones en la
transmision de la bacteria por estos
vectores potenciales de Lso y deter-
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minar si pueden representar un ries-
go para la produccién europea de pa-
tata, falta realizar ensayos de campo.
Estos se ven dificultados, ya que estas
tres especies del género Bactericera
son morfolégicamente similares y se
pueden encontrar conjuntamente en
los cultivos. B. trigonica, B. tremblayi
y B. nigricornis pertenecen al grupo
llamado “Trioza (Bactericera) nigricor-
nis Forster” (Hodkinson, 1981). Solo
algunas estructuras morfolégicas ba-
sadas principalmente en la genitalia
del macho como la forma del para-
mero masculino (Figura 3), la longi-
tud de la porcién apical del edeago y
la forma de su apice (Figura 4), permi-
ten diferenciar los adultos de las tres
especies. Los conos genales (Figura 5)
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Comparacion de la
secuencia con las
presentes en BOLD
System e identificacion.

también tienen un caracter discrimi-
natorio, aunque en menor medida,
debido a la variacion intraespecifica.
La identificacion de las especies del
complejo en sus fases ninfales por sus
caracteristicas morfolégicas se basa
en el quinto y Ultimo estadio, pero es
extremadamente dificil, y requiere del
montaje de las mismas para su obser-
vaciéon en el microscopio (Ouvrard y
Burckhardt, 2012). En definitiva, la
discriminacion de estas tres especies
basada en los caracteres morfolégi-
Cos estd sujeta a errores, requiere de
la presencia de machos y una forma-
cion especializada previa para el reco-
nocimiento y el montaje correcto de
los ejemplares en los que distinguir
las estructuras de interés taxonémico.
Una alternativa al desafio de las
identificaciones sustentadas en as-
pectos morfolégicos es la basada en
el cédigo de barras de ADN (DNA
Barcoding). Esta técnica ha sido am-
pliamente usada estos Ultimos afios
para la identificacién de especies
animales y vegetales, ya sea para
complementar los métodos clasicos
basados en caracteristicas morfo-
l6gicas o para reemplazarlos (Ball y
Armstrong, 2006). La idea de crear
un método de identificacién basado
en el ADN naci¢ de la necesidad de
resolver lo que la Organizacion de
las Naciones Unidas (ONU) llam¢ Ta-
xonomic impediment (impedimento
taxonémico): la escasa disponibi-
lidad de informacion taxondémica,
los vacios en la taxonomia y la falta
de taxdnomos especializados para
identificar y clasificar los diversos
taxones presentes en nuestro pla-
neta. Fueron Hebert y col. los que
propusieron en 2003 el método del
DNA Barcoding, que consiste en
identificar especimenes a nivel de
especie mediante el uso de secuen-
cias cortas de ADN estandarizadas,
es decir, atribuir el nombre de una
especie a una secuencia de ADN cor-
ta o cédigo de barras de ADN (DNA
Barcode). El marcador DNA Barcode

seleccionado para el reino animal
fue un fragmento corto de mas o
menos 650 pb del gen de la subu-
nidad del citocromo oxidasa | (COI),
una proteina que interviene en la
cadena respiratoria de las mitocon-
drias, llamado regién Folmer porque:
1) estd flanqueada por los cebado-
res universales descritos por Folmer
y col. en 1994 y que se han usado
con éxito para la identificacion de la
gran mayorfa de las especies de los
Metazoos, 2) su tasa de evolucién
es relativamente alta, 3) presenta
una alta variacion interespecifica y
baja variacion intraespecifica, y 4)
es facilmente amplificable (Herbert y
col., 2003). Para almacenar los DNA
Barcode de las especies estudiadas y
ponerlos a disposicion de los espe-
cialistas en todo el mundo se cre¢,
a partir de una iniciativa internacio-
nal, la biblioteca de referencia, el
Barcode of Life Data System (BOLD
System). Esta base de datos tiene la
particularidad, frente a otras como
GenBank, de relacionar los DNA Bar-
code con vouchers (especimenes de
referencia) identificados con méto-
dos morfoldgicos y depositados en
una institucion cientifica (Wilson,
2012). La Figura 6 nos muestra la
metodologia de la técnica del DNA
Barcoding para identificar una espe-
cie, consistente en extraer, amplificar
y secuenciar la region Barcode del
COl, a partir de una muestra de un
organismo, y realizar una compara-
Cidn con una secuencia presente en
la base de datos BOLD System para
establecer una identificacién a nivel
de especie.

El interés de esta técnica reside en
su capacidad para identificar rapida-
mente y con bajo coste individuos a
nivel de especie en cualquiera de sus
etapas de desarrollo (ninfas, huevos,
larvas, semillas, plantulas, etc.) y a
partir de muestras dafiadas o des-
compuestas, como por ejemplo, las
presentes en contenidos intestina-
les, en muestras fecales o ejempla-

res de trampas adhesivas (Iftikhar
y col., 2016). Por estas razones, el
DNA barcoding es cada vez mas
usado en entomologia aplicada. Por
ejemplo, para estudiar las relaciones
troficas depredador/presa (Agusti y
col., 2003) u hospedador/parasitoi-
de (Moreno-Ripoll y col., 2012), en
la detecciéon de especies invasoras y
en la identificaciéon de especies co-
nocidas tales como los enemigos na-
turales, los parasitoides y las plagas
agricolas (Madden y col., 2019). En
el Instituto Canario de Investigacio-
nes Agrarias estamos actualmen-
te trabajando en la caracterizacion
morfolégica y molecular de especi-
menes de las tres especies del com-
plejo nigricornis procedentes de va-
rias zonas de Espafa. El andlisis de
secuencias COl de especimenes de
areas geograficas distintas ha permi-
tido: 1) incrementar la fiabilidad de
la discriminacién de las especies, 2)
detectar posibles haplotipos, 3) va-
lidar el uso del marcador COI en la
identificacion de las mismas. Ade-
mas, la obtencion de los codigos de
barras de ADN de estas especies fa-
cilitard también su diferenciacion de
otros psilidos vectores de Candidatus
Liberibacter solanacearum, como la
psila de la patata, Bactericera cocke-
relli. Este insecto es considerado una
especie de cuarentena, estad inclui-
do en el Reglamento Delegado (UE)
2019/1702 de la Comisiéon de 1 de
agosto de 2019 por el que se esta-
blece una lista de plagas prioritarias,
y es muy similar morfolégicamente a
las especies del complejo nigricornis.
La técnica de DNA barcoding permi-
tirfa distinguir la especie invasora de
manera rapida y concluyente en el
caso de que fuera introducida acci-
dentalmente en Espanfa.
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