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RESUMEN

En Valle Medio e Inferior de Rio Negro y en la region sur de la provincia de Buenos Aires se encuentra en expansion el
cultivo de remolacha forrajera (Beta vulgaris var. rapacea) debido a que es una alternativa nutricional para la produccion
de ganado durante los periodos invernales. El éxito del cultivo esta condicionado por distintos factores biéticos, siendo la
enfermedad causada por un fitoplasma llamada “marchitez de la remolacha”, el mas importante. El presente trabajo
pretende aportar conocimientos sobre los componentes que integran el patosistema Beta vulgaris /fitoplasmas /insectos
vectores. Se realizaron muestreos en la zona de produccion para analizar la presencia, sintomatologia y evolucion de la
enfermedad. Al ser un patégeno transmitido por hemipteros y con la finalidad de identificar la fauna de insectos
potencialmente vectores asociados al complejo Beta vulgaris se realizaron redadas en el cultivo y malezas aledanas. Los
resultados demuestran la presencia de un Unico fitoplasma (subgrupo 16Srlll-J, FodderBeet). La sintomatologia
predominante es el amarillamiento, encontrando también marchitamiento y superbrotamiento. Se continua este trabajo
con la finalidad de establecer las especies vectoras de la enfermedad y su ciclo de vida.
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INTRODUCCION

El cultivo de remolacha forrajera (Beta vulgaris var.
rapacea) ha adquirido importancia en los ultimos afios en
la alimentacién de ganado para la produccion de carne y
leche, en Valle Medio e Inferior de la provincia de Rio
Negro y en el sur de la provincia de Buenos Aires (Figura
1). Esta zona presenta un marcado déficit hidrico y
forrajero durante el invierno, siendo la remolacha
forrajera una opcién para alimentacién, ya que se pueden
lograr importantes ganancias de peso vy calidad
balanceada durante dicho periodo. Es un cultivo muy
versatil, adaptado a distintos tipos de suelos,
presentando alta tolerancia a suelos la salinidad y a la
sequia. La siembra se produce en primavera, vegeta
durante todo el ciclo estival, estando disponible para el
pastoreo desde mayo a principios de septiembre. El
animal consume tanto la hoja como la raiz suculenta
(Figura 2), rica en carbohidratos, durante todo el invierno

(Favere, 2021). La expansion del cultivo se encuentra
condicionada por distintos factores bidticos, siendo la
mas importante una enfermedad conocida como
“marchitez de la remolacha”, causada por un fitoplasma.
En los primeros afios de desarrollo del cultivo, en lotes
ubicados en Luis Beltran (Valle medio - Rio Negro) se
registraron pérdidas de hasta el 80% del cultivo, debido a
la “marchitez de la remolacha” (Favere, 2021). Los
fitoplasmas son bacterias carentes de pared celular, de
naturaleza parasitica y restringida a dos tipos de
hospedantes: plantas e insectos vectores. En plantas
infectadas se localizan en el floema y se los ha encontrado
en mas de 1000 especies de plantas alrededor del mundo
siendo responsables de importantes pérdidas en
diferentes cultivos (Bertaccini and Lee, 2018). Estos
patégenos se propagan en la naturaleza por algunas
especies de insectos del orden Hemiptera, pertenecientes
a las familias Cicadellidae (planthoppers), Cixiidae,
Derbidae, Flatidae, Delphacidae dentro del suborden
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Auchenorrhyncha y Psyllidae (psilidos) dentro del
suborden Sternorryhncha.

Figura 2. Remolacha forrajera en el momento de inicio de pastoreo directo en el Valle Medio, provincia de Rio Negro.

Los hemipteros son transmisores eficientes de
fitoplasmas ya que ninfas y adultos se alimentan de
manera similar, ambos pueden adquirir el patégeno y ser
transmisores (Weintraub, 2007). La transmisidn es de tipo
persistente-propagativa, donde luego de la adquisicién y
el periodo de incubacidn (latencia), el fitoplasma coloniza
las glandulas salivales, dotando al insecto de capacidad

infectiva por toda su vida (Weintraub and Beanland;
2006). No todos los insectos que se alimenten del floema
de una planta infectada son capaces de transmitir el
patdgeno, solo aquellas especies que son vectores de ese
fitoplasma en particular, donde el patédgeno es capaz de
multiplicarse y llegar hasta las glandulas salivares del
mismo (Galetto et al., 2011, Rashidi et al.,, 2015). La
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dificultad del cultivo in vitro de los fitoplasmas, ha
limitado el estudio de sus caracteristicas bioldgicas,
aspectos de su patogenicidad y obstaculizado su
clasificacion (Marcone, 2014; Bertaccini and Duduk,
2014). El establecimiento de un esquema de clasificacién
basado en la secuencia y los perfiles de RFLP del gen 16S
rRNA, han proporcionado marcadores moleculares
fiables tanto para la deteccidon como para el estudio de su
diversidad (Lee et al., 1998; Zhao et al., 2009). Existen
descritos en la actualidad al menos 34 grupos 16Sr y mas
de 120 subgrupos (Wei and Zhao, 2022; Bertaccini et al.,
2022; Pérez-Lépez et al., 2016). En Argentina se han
detectado mas de 30 especies de plantas infectadas por
fitoplasmas, algunas de ellas cultivos de gran importancia
econdmica produciendo dafios variables en la produccion
y limitaciones en la exportacion (Conci et al., 2014,
Ferndndez et al., 2020b). Los fitoplasmas detectados
estan incluidos en los grupos 165rl (Aster Yellows); 16Srlll
(X-Disease), 16SrVIl  (Ash-yellows), 16SrX (Apple
proliferation) y 16SrXIll (Mexican periwinkle virescence).
El grupo 165rlll es el de mayor prevalencia en Argentina,
afectando a diferentes cultivos (Galdeano et al. 2013).
Dentro de este grupo se ha demostrado la presencia de
los subgrupos B, J, Wy X. El subgrupo J es propio del cono
sur americano y es el causante, entre otras
enfermedades, de la llamada “tristeza del ajo” (Galdeano
et al.,, 2004) y del “marchitamiento de la remolacha”
(Fernandez et al. 2020a).

Las enfermedades causadas por patdgenos sistémicos
son dificiles de controlar y por ello una de las estrategias
para disminuir su impacto es a través del control de los
insectos vectores, ya que ellos ademas de ser importantes
reservorios del patégeno, intervienen en la dispersion de
la enfermedad a otras especies de plantas de las que el
insecto se alimenta, ademas del cultivo. En la actualidad
para disminuir el impacto del “marchitamiento de la
remolacha” en las zonas de produccidn se aplican mezclas
de potentes insecticidas durante el desarrollo del cultivo,
cada 21 dias desde la siembra hasta su uso como forraje.
Este manejo genera un importante impacto en el
ambiente y encarece los costos de produccién de la
remolacha forrajera. Para disminuir el impacto de esta
enfermedad evitando el uso excesivo de insecticidas es
menester no solo identificar a los insectos involucrados,
sino ademds conocer las variaciones en su poblacion
durante el afo en cada regidn, de que otras especies se
alimentan y su ciclo de vida.

El objetivo del trabajo es abordar el estudio del
patosistema de manera integral (fitoplasmas 16Srlll-
J/insecto vector/Beta vulgaris) abordando aspectos de su
epidemiologia, sintomatologia y agente causal. En
relacién a la presencia del patdégeno asociado a la
“marchitez” de la remolacha en distintas zonas de
produccidén de nuestro pais, se buscd identificar el/los

fitoplasmas presentes, describir la sintomatologia vy
evolucién de la enfermedad y su prevalencia. Por otra
parte, para iniciar el estudio de insectos vectores, se
planteé identificar la fauna de hemipteros en zonas de
produccidn y determinar las especies de cicadélidos que
portan fitoplasmas y posiblemente podrian estar
actuando como vectores. El establecimiento de Ia
identidad de los insectos vectores, ciclo de vida,
preferencias alimenticias y sus caracteristicas
poblacionales permitiria contar con elementos para la
generacién de herramientas orientadas a un manejo
sustentable de esta enfermedad.

MATERIALES Y METODOS
Muestreos de plantas sintomaticas, insectos y malezas

Se realizaron muestreos en diciembre y marzo en lotes
productivos de remolacha forrajera en Rio Negro (Valle
medio y Valle inferior) y sur de Buenos Aires (Pedro Luro).
En cada lote se realizaron 3 transectas al azar de 10
metros lineales cada una, donde se conté el niumero total
de plantas por transecta y se recolectaron muestras que
presentaban sintomas sospechosos de infeccién con
fitoplasmas. Se tuvo en cuenta la presencia de
amarillamiento, pérdida de turgencia (marchitez),
sobrebrotamiento, disminucién del tamafio foliar, entre
otros. En las borduras con malezas, se recolectaron al azar
muestras de Bassia scoparia (L.) Schrader (“morenita” o
“yuyo volador”), con la finalidad de establecer si podrian
actuar como hospedante alternativo del patégeno y/o del
insecto vector. Se presté atencidn a esta especie por ser
lamas abundante y al realizar redadas se observé una alta
presencia de hemipteros de interés. Concomitantemente
en los lotes de remolachas se realizaron capturas de
insectos a través de red de arrastre (100 golpes de red en
cada lugar de muestreo).

Deteccidn e identificacion molecular del patégeno

Con la finalidad de determinar la presencia del patdgeno
en las muestras de plantas sintomaticas de remolachas
como de malezas con y sin sintomas, se realizd la
extraccion de ADN total segun protocolo Doyle y Doyle
(1990). Mediante la técnica PCR (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa) y PCR anidado, se amplificé la region del
operdon del ARN ribosomal de fitoplasmas, utilizando
cebadores universales para fitoplasmas P1/P7 vy
R16F2n/R16R2 respectivamente (Deng and Hiruki,1991;
Gundersen and Lee, 1996). El PCR anidado, es una
segunda ronda de PCR que aumenta notablemente la
sensibilidad de la técnica, permitiendo detectar
cantidades menores del patégeno. Aquellas muestras en
las cuales se evidencié la amplificacion del tamafio
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esperado y con el objetivo de clasificar el fitoplasma
presente, se continud el andlisis a través de la técnica
RFLP (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de
Restriccion) digiriendo el producto de la amplificacion por
el PCR nested con la enzima Hhal. Esta enzima permite
discriminar el subgrupo J de fitoplasma, perteneciente al
grupo 16Srlll en base al patron de bandas obtenidos. La
calidad y cantidad de ADN obtenido en los procesos de
extraccién, amplificacién por PCR, como el patrén de
bandas por RFLP se visualizé por electroforesis, mediante
el uso de geles de agarosa y tincidon del ADN.

Identificacion y clasificacion de los insectos recolectados
a campo

En relaciéon a los insectos colectados en los sucesivos
muestreos se conservaron en etanol al 70% y se
clasificaron taxondmicamente en el laboratorio
entomoldgico del CeBio (UNNOBA-CICBA). Se utilizaron
para determinar las diversas especies claves vy
adaptaciones (Deitz and Dietrich, 1993, Linnavuori, 1959,
Remes Lenicov ,1982, entre otros). Para arribar a la
identificacion de especies se realizd diseccidn de la
genitalia del macho previamente aclarada con potasa.

Con el fin de determinar presencia del patégeno en el
insecto se realizaron las técnicas antes descritas para las
muestras vegetales (Doyle y Doyle, 1990), con
adaptaciones en la extraccion de ADN total de insecto.
Cada muestra de insectos estuvo constituida por tres
individuos de la misma especie recolectados en lotes de
remolacha con presencia de sintomas de amarillamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los muestreos fueron realizados en diciembre 2019;
diciembre 2021, marzo 2022 y diciembre 2022 en las
localidades de Choele-Choel, Luis Beltran, Pomona, Valle
azul (Valle medio - Rio Negro), en Viedma (Valle inferior -
Rio Negro) y Pedro Luro (sur de Buenos Aires).

En total se evaluaron 1.487 plantas de remolacha
forrajera mediante las sucesivas transectas en 9 lotes, de
las cuales 114 presentaban sintomas de infeccién
potencial con fitoplasmas (Figura 3). Se obtuvieron
amplificaciones del tamafio esperado para fitoplasmas en
el 83,33% (95) de las muestras sintomaticas (Tabla 1). En
la totalidad de los sitios de muestreo se colectaron
plantas infectadas, lo que indica que la enfermedad tiene
una prevalencia del 100%.

Cuando se analiza la incidencia del sintoma se debe tener
en cuenta no solo el impacto de los tratamientos
guimicos sobre el insecto vector, sino también la pérdida
de plantas entre cada toma de muestras que no son
evaluadas en cada transecta, lo que subestima el
verdadero impacto de incidencia de la enfermedad sobre
el cultivo. La totalidad de las 95 muestras positivas,
presentaron el mismo patrén de bandas al realizar la
técnica de RFLP sobre el ADN amplificado, confirmandose
qgue el 100% de las plantas positivamente enfermas
estaban infectadas con el fitoplasma del grupo 165rlll
subgrupo J.
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Figura 3. Proporcidon de sintomas asociados a la enfermedad “marchitez de la remolacha forrajera”, causada por fitoplasmas,

encontrados a campo en zonas de produccion.
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Tabla 1. Resumen de las muestras recolectadas a campo y la relacion entre el sintoma y la presencia de fitoplasmas.

Porcentaje de relacién

Muestras Muestras positivas entre sintoma y
analizadas para fitoplasmas presencia de
fitoplasmas
Amarillamiento 63 58 92,06%
Superbrotamiento 5 5 100%
Marchitamiento 38 25 66%
Total plantas sintomaticas 144 95 83,33 %

recolectadas

El sintoma predominante a campo fue el amarillamiento
(Figura 4), de 63 plantas analizadas con este sintoma el
92,06% (58) arrojaron bandas esperadas para fitoplasmas

al realizar la técnica de PCR (Tabla 1). Estos resultados
fueron obtenidos mayoritariamente en la primera ronda
de PCR utilizando los cebadores P1-P7.

Figura 4. Sintoma denominado “amarillamiento” asociado a la presencia de fitoplasmas en remolacha forrajera.

Una situacion similar ocurridé con el sintoma de
superbrotamiento (Figura 5) donde si bien sélo se
encontraron 5 muestras con esta sintomatologia, todas

arrojaron banda del tamafio esperado en la primera
ronda de PCR para fitoplasmas y de gran intensidad.

Figura 5. Sintoma denominado “superbrotamiento” asociado a la presencia de fitoplasmas en remolacha forrajera.
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El segundo sintoma predominante presente a campo, la
marchitez (Figura 6), estuvo presente en 38 muestras de
las cuales el 66% (25) arrojaron resultados positivos para
fitoplasmas (Tabla 1) luego de la segunda ronda de PCR,
utilizando los cebadores internos (R2/F2n). El sintoma de
marchitamiento podria estar indicando un menor titulo
del patdgeno, requiriendo aumentar la sensibilidad de la

técnica con dos rondas de PCR para lograr constatar la
presencia del patégeno. Las diferencias de resultados
entre sintomas y amplificacién por PCR, podrian estar
relacionados con el momento de infeccién. En préximos
ensayos se considera la aplicacion de PCR cuantitativo
(qPCR) para corroborar este resultado.

Figura 6. Sintoma denominado “marchitez” asociado a la presencia de fitoplasmas en remolacha forrajera.

En el afio 2020, la enfermedad que afecta a la remolacha
fue denominada "marchitamiento de la remolacha"
debido a la asociacién sugerida entre este sintoma y la
presencia de la enfermedad en las zonas de produccién.
Este estudio demuestra que el sintoma mas
representativo e indicativo de la enfermedad es en
realidad el amarillamiento. En el presente trabajo se
estudio la evolucion de los sintomas a lo largo del tiempo.
Los resultados revelan una sdlida relacion entre las
plantas que presentan amarillamiento y aquellas
positivas para fitoplasmas, los organismos responsables
de la enfermedad. Estos avances proporcionan una nueva
herramienta no solo para el manejo a campo de la
enfermedad y su manifestacién en las plantas de
remolacha, sino también para continuar profundizando
los estudios sobre la misma.

Por otra parte, se analizaron 62 muestras asintomaticas
de Bassia scoparia (L.) Schrader, “Morenita”, de las cuales
no se obtuvieron bandas de tamafio esperado para
fitoplasmas al realizar la técnica de PCRy PCR anidado. No
se visualizaron a campo plantas de morenita con sintomas
sospechosos de infeccidn. Es de suponer que en la maleza
los sintomas podrian ser imperceptibles por lo que la
posibilidad de identificar al azar plantas naturalmente

infectadas requeriria el andlisis de un nimero muy alto de
muestras.

Se logré identificar numerosas especies de insectos
pertenecientes a la familia Cicadellidae (Tabla 2) algunos
de ellos muy promisorios como posibles vectores de
fitoplasmas de acuerdo con lo descripto en la bibliografia,
tales como: Paratanus exitiosus (Beamer)
(Deltocephalinae), Bergallia signata Oman y Agalliana
ensigera Oman, (Megophtalminae - previamente
denominada: Agalliinae) (Figura 7).

Se constituyeron 32 muestras de insectos (29 de
Paratanus exitiosus (Beamer) y 3 de Bergallia signata
Oman para la extraccion del ADN total. El nimero de
muestras por especie estuvo condicionado por la
cantidad de insectos recolectados a campo en las
sucesivas redadas. Se logrd identificar en 3 de estas
muestras, el patrén correspondiente al grupo 16Srlll
subgrupo J, al realizar sobre la amplificacién por PCR, la
técnica de RFLP utilizando la enzima Hhal. Se contindan
los estudios para determinar si alguna de las especies
mencionadas es vectora del patégeno, realizando
ensayos de transmisidn experimental de la enfermedad a
campo y/o laboratorio estableciendo parametros de cria
y transmision.

AVANCES EN LA EPIDEMIOLOGIA DEL “MARCHITAMIENTO DE LA REMOLACHA” EN

REGIONES PRODUCTORAS... Nexo Agropecuario. Volumen 11. Nimero 1. 2023




Tabla 2. Identificacion taxondmica de los insectos encontrados a campo en las zonas de produccion de remolacha forrajera.

Infraorden Superfamilia Familia Subfamilia Tribu Género Especie
Deltocephalinae Euscelini  Paratanus Paratanus exitiosus
Megophtalminae Agalliana Agalliana ensigera
(Agalliinae) Bergallia Bergallia signata
Cicado-morpha  Membracoidea Cicadellidae Cicadellinae
Ledrinae
(Xerophloeini) Xerophloea
Membracidae  Smiliinae Ceresa

Fulgoro-morpha  Fulgoroidea

Figura 7. Insectos identificados en zonas de produccidn. Ay B) Paratanus exitiosus; C) Agalliana ensigera; D) Bergallia signata.

CONCLUSIONES marchitamiento. El superbrotamiento es el
sintoma que menos se visualiza a campo.

El fitoplasma causal del “marchitamiento de la
remolacha” es el 16Srlll-J en las regiones
muestreadas

La prevalencia de la enfermedad es del 100%, ya
que en todos los lotes muestreados se han
encontrado plantas infectadas. Lo que permite
afirmar que el insecto vector se encuentra
presente en todas las regiones bajo estudio. La
incidencia fue variable dependiendo de la fecha
de muestreo, siendo mas elevada luego de la
estacion calida de crecimiento.

El sintoma predominante asociado con Ia
enfermedad es el amarillamiento, seguido por

Aparentemente los diferentes sintomas podrian
estar asociados con la evolucion de Ia
enfermedad, siendo el inicial el marchitamiento,
para continuar con el amarillamiento y luego el
sobrebrotamiento. Esta asociacidon se basa en
que todas las muestras con sobrebrotamiento y
la mayoria con amarillamiento, dieron positivas y
con gran intensidad de banda directamente en la
primera ronda de PCR.

Los sintomas en plantas de remolacha forrajera
se visualizan mayormente en el mes de marzo, en
contraste la mayor cantidad de insectos que se
observan en diciembre. Esto podria estar
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relacionado a los tiempos de desarrollo de la
enfermedad, es decir, desde que el insecto
transmite el fitoplasma, el lapso que debe pasar
para que se visualice la enfermedad en la planta
podria ser de mds de 8 semanas.
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